a ae 


HOPPE-SEYLER’S ZEITSCHRIFT 


fiir 


PHYSIOLOGISCHE CHEMIE 


fortgefiihrt von A. KOSSEL 


und unter Mitwirkung von 


E. ABDERHALDEN-Halle, M. BERGMANN-Dresden, P. BRIGL-Hohenheim, 
G.EMBDEN-Frankfurta. M., H.v. EULER-Stockholm, H. FISCHER-Miinchen, 
K. FREUDENBERG-Heidelberg, W. GULEWITSCH-Moskau, 0. HAMMAR- 
STEN-Upsala, S.G. HEDIN- Upsala, V. HENRIQUES-Kopenhagen, M. HENZE- 
Innsbruck, G. HOPPE-SEYLER-Kiel, J. KAPFHAMMER- Freiburg i. Br., 
O. KESTNER-Hamburg, L. KREHL- Heidelberg, R. KUHN-Heidelberg, CARL 
TH. MORNER-Upsala, F. v. MULLER-Miinchen, J. P. PAWLOW-Leningrad, 
P. PFEIFFER-Bonn a. Rh., F. PREGL-Graz, W. E. RINGER - Utrecht, 
0. SCHUMM- Hamburg, S. P. L. SORENSEN-Kopenhagen, H. STEUDEL- 
Berlin, S. THANNHAUSER-Diisseldorf, H. THIERFELDER- Tiibingen, 
E. WALDSCHMIDT-LEITZ-Prag, H. WIELAND-Miinchen, R. WILL- 
STATTER-Miinchen, A. WINDAUS-Géttingen, E. WINTER- 
STEIN-Ziirich, R. v. ZEYNEK-Prag 


herausgegeben von 


F.KNOOP und K. THOMAS 


Thbingen Leipzig 





Einhundertneunzigster Band 
Erstes und zweites Heft 


Mit 14 Figuren im Text und auf 2 Tafeln 


(Ausgegeben am 25. Juli 1930) 


BERLIN und LEIPZIG 1930 


WALTER DE GRUYTER & CO. 


vormals G. J. Gischen’sche Verlagshandlung - J. Guttentag, Verlagsbuch- 
handlung + Georg Reimer - Karl J. Triibner - Veit & Comp. 








EINHUNDERTNEUNZIGSTER BAND 
ERSTES UND ZWEITES HEFT 


Inhalt 


Wedekind, E., und W. Sehicke. Uber Githagosiure und Githagonol- 
siiure. Versuche zum Abbau des Githagenins. 3. Le gatas tiber 
die Bestandteile des Kornradesamens . ‘ 

Bielschowsky, Franz. Experimentelle Studien fiber ‘am shite 
stoffwechsel. XXIV. Mitteilung. Uber die fermentative Auf- 
spaltung der Hefenucleinsiiure mit Lebernucleotidase zur Dar- 
stellung von Purin- und s AamMmmmn a sion aaane Mit 
1 Figur im Text , a inl © eae RCO S Uae’ oe ey 

Richter, A. F. Die Modifikationen aes Protoporphyrins und Proto- 
himins. Mit 8 Figuren im Text und auf Tafel I... .. . 

Epstein, Emil, und Karl Lorenz. Zur Chemie der (Gewebs- 
einlagerungen bei einem Falle von Schiiller-Christianscher 
Krankheit . : 

Windaus, A., und R. Tschesche. Ober — sunbiahiils sTsocholesterin* 
des Wollfettes. Mit 2 Figuren im Text. ik ‘ 

Embden, G., und H. J. Deuticke. Uber die oe? von Mnskel- 
adenylsiure aus der Niere oe 

Zechmeister, L., und K. Szilard. Uber ein Capotiantad aus den » inate 
hiillen des Spindelbaumes (Evonymus europaeus) ; ; 

Haurowitz, F. Uber eine Anomalie des Kupferstoffwechsels 

Fischer, H., und K. Jordan. Zur Kenntnis der natiirlichen Por- 
phyrine. XXV. Mitteilung. Uber Konchoporphyrin, sowie Uber- 
fiihrung von Protoporphyrin aus Malz in eee IX. Mit 
3 Eiguren auf Tafel II... 


An unsere Mitarbeiter! 





Seite 


Es ist unbedingt notwendig, daf alle zur Hinsendung gelangenden Manu- 
skripte in gut lesbarer, mdglichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nach- 
trdgliche Korrekturen verursachen wesentliche Kosten, die sich naturgemaf 
auf die Preisgestaltung der Zeitschrift mit auswirken miissen, wenn sie nicht 
den Herren Autoren berechnet werden sollen. Leicht lesbar abgefafte Manu- 
skripte ermdglichen auch der Redaktion eine raschere Priifung als schwer 


leserliche und kinnen infolgedessen schneller zum Druck gelangen. 





Anschrift fir Manuskriptsendungen: 


Professor Dr. F. Knoop, Tiibingen, Physiologisch-chem. 
Institut, Gmelinstr. 8 oder Professor Dr. K. Thomas, 


Leipzig C1, Physiologisch-chem. Institut, Liebigstr. 16 pt. 








HOPPE-SEYLER’S ZEITSCHRIFT 


fiir 


PHYSIOLOGISCHE CHEMIE 


fortgefiihrt von A. KOSSEL 




















und unter Mitwirkung von 


E. ABDERHALDEN-Halle, M. BERGMANN-Dresden, P. BRIGL-Hohenheim, 
G. EMBDEN-Frankfurta. M., H.v. EULER-Stockholm, H. FISCHER-Miinchen, 
K. FREUDENBERG-Heidelberg, W. GULEWITSCH-Moskau, O. HAMMAR- 
STEN-Upsala, 5.G. HEDIN- Upsala, V. HENRIQUES-Kopenhagen, M. HENZE- 
Innsbruck, G. HOPPE-SEYLER-Kiel, J. KAPFHAMMER- Freiburg 1. Br., 
O. KESTNER-Hamburg, L. KREHL- Heidelberg, R. KUHN-Heidelberg, CARL 
TH. MORNER-Upsala, I’. v. MULLER-Miinchen, J. P. PAWLOW-Leningrad, 
P. PFEIFFER-Bonn a. Rh., F. PREGL-Graz, W. E. RINGER - Utrecht, 
O. SCHUMM- Hamburg, S. P. L. SORENSEN-Kopenhagen, H. STEUDEL- 
Berlin, S. THANNHAUSER- Diisseldorf, H. THIERFEKLDER- Tiibingen, 
KE. WALDSCHMIDT-LEITZ-Prag, H. WIELAND-Miinchen, R. WILL- 
STATTER-Miinchen, A. WINDAUS-Géttingen, E. WINTER- 
STEIN-Ziirich, R. v. ZEYNEK-Prag 


herausgegeben von 


F.KNOOP und K. THOMAS 


Tubingen Leipzig 


Einhundertneunzigster Band. 


Mit 45 Figuren im Text und auf vier Tafeln. 


BERLIN und LEIPZIG 1930 


WALTER DE GRUYTER & C0. 


vormals G. J. Gischen’sche Verlagshandlung + J. Guttentag, Verlagsbuch- 
handlung - Georg Reimer - Karl J. Triibner + Veit & Comp. 





Alle Rechte, insbesondere das der Ubersetzung, 
vorbehalten. 








Druck von Metzger & Wittig in Leipzig 





(ur 


Be 


Eu 


Hs 











Inhalt des einhundertneunzigsten Bandes 


Wedekind, E., und W. Schicke. Uber Githagosiiure und Githagonol- 
siiure. Versuche zum Abbau des Githagenins. 3. Mitteilung iiber 
die Bestandteile des Kornradesamens . in 5 ees 

Bielschowsky, Franz. Experimentelle Studien iiber den Nuelein 
stoffwechsel. XXIV. Mitteilung. Uber die fermentative Auf 
spaltung der Hefenucleinsiiure mit Lebernucleotidase zur Dar 
stellung von Purin- und aes Mit 
1 Figur im Text : 

Richter, A. F. Die Modifikationen den en rins _ Proto 
himins. Mit 8 Figuren im Text und auf ‘Tafel | te ok 

Epstein, Emil, und Karl Lorenz. Zur Chemie der (:ewebs- 
einlagerungen bei einem Falle von _ Schiiller-Christianscher 
Krankheit . PROCES oh Sho me hm ot ee 

Windaus, A., und R. Tschesehe. Uber das sogenannte ,,[socholesterin“ 
des Wollfettes. Mit 2 Figuren im Text. rae a ae 

Embden, G., und H. J. Deuticke. Uber die Isolierung von Muskel- 
adenylsiiure aus der Niere eee ee ee ee ee 

Zechmeister, L., und K. Szilard. Uber ein Carotinoid aus den Samen- 
hiillen des Spindelbaumes (Evonymus europaeus) 

Haurowitz, F. Uber eine Anomalic des Kupferstoflwechsels 

Fischer, H., und K. Jordan. Zur Kenntnis der natiirlichen | Por- 
phyrine. XXY. Mitteilung. Uber Konchoporphyrin, sowie Uber- 
fiihrung von Protoporphyrin aus Malz in ieietndan IX. Mit 
3 Figuren auf Tafel II . ee eas 

Euler, Hans v., und Karl Myrbiick. Co- bys mase. XV t 


— Emil, und Adolf Schmitz. Studien iiber die Straktur 
der Gelatine . 


Flaschentriiger, Seiten, _ Friedrich Halle. Uber die hochmole- 
kularen Siuren des Japanwachses. Heneikosan-dicarbonsiure-(1,21), 
C,,H,,0,. Mit 4 Figuren im Text . 


Tausz, J., und P. Donath. Uber die Oxydation ie Wasserstoffs - 
der Kohlenwasserstoffe inittels Bakterien. Mit 4 Figuren im Text 


Gréh, J., und M. Hanak. Spektralphotometrische Untersuchungen 
iiber die Aldehydbindung der Eiweibkérper und deren Hydro- 
lysenprodukte; ferner tiber die Knolisation der Peptidbindungen. 
Mit 9 Figuren im Text . oe eo eee ee ee ee 

Berg, F. R., und W. Sehwarzacher. Die Lage des Violettstreifens 
bei Oxy- und Kohlenoxydhimoglobin. Mit 4 Figuren auf ‘Tafel II] 

Euler, Hans v., und Harry Hellstrém. Uber das Cytochrom und die 
katalatische Wirkung der Hefe. Mit 2 Figuren auf Tafel 1V 


Hamsik, A. Uber Additionsvermégen des Hiimatins 





Seite 


169 


184 


189 
199 





. 


Annau, Erni. Uber die Struktur einfacher Nucleinsiuren. Mit 1 Figur 


im Text 


Sym, Ernst, Ragnar Nilsson und Hans vy. Euler. Co-Zymasegehalt 
verschiedener tierischer Gewebe. 


,’ ° e _ 


Mit 3 Figuren im Text . . . 228 


Euler, Hans y., Hillevi Davidson und Dagmar Runebjelm. Experi- 


mentelle chemische Beitriizge zur Erblichkeitsforschung. IV. Mit 


4 Figuren im Text c 6 ok & ok, Bk 247 
Jensen, H., und A. de Lawder. Beitriige zur Chemie des Insulins. 
XII. Mitteilung iiber krystallisiertes Insulin . . . . . . . . 262 


Alphabetisches Verzeichnis der Autorennamen. 


Abderhalden, Emil, und Adolf Schmitz 
101. 

Annau, Erné 222, 

Berg, F. R., und W. Schwarzacher 
184. 

Bielschowsky, Franz 15. 

Davidson, Hillevi, s. v. Euler. 

De Lawder, A., s. Jensen. 

Deuticke, H. J., s. Embden. 

Donath, P., s. Tausz. 

Embden, G., und H. J. Deuticke (2. 

Epstein, Emil, und Karl Lorenz 44. 

Euler, Hans v., und Karl Myrbiiek 93. 

Euler, Hans vy, und Harry Hellstrém 
189. 

Euler, Hans v., Hillevi Davidson und 
Dagmar Runehjelm 247. 

Euler, Hans v., s. Sym. 

Fischer, H., und K. Jordan 75. 

Flaschentriiger, Bonifaz, und Fried- 
rich Halle 120, 

Groh, J., und M. Hanak 169. 

Halle, Friedrich, s. Flaschentriger. 


Hamsik, A. 199. 

Hanak, M., s. Groh. 

Haurowitz, F. 72. 

Hellstrém, Harry, s. v. Euler. 

Jensen, H., 
262. 

Jordan, K., s. Fischer. 

Lorenz, Karl, s. Epstein. 

Myrbick, Karl, s. v. Euler. 

Nilsson, Ragnar, s. Sym. 

Richter, A. F. 21. 

Runehjelm, Dagmar, s. v. Euler. 

Schicke, W., s. Wedekind. 

Schmitz, Adolf, s. Abderhalden. 

Schwarzacher, W., s. Berg. 

Sym, Ernst, Ragnar Nilsson und Hans 
v. Kuler 228. 

Szilard, K., s. Zechmeister. 

Tausz, J., und P. Donath 141. 

‘I'schesche, R., s. Windaus. 

Wedekind, E., und W. Schicke 1. 

Windaus, A., und R. Tschesche 51. 

Zechmeister, L., und K. Szilfrd 67. 


und A. De Lawder 
































Uber Githagosiure und Githagonolsiure. 


Versuche zum Abbau des Githagenins. 


3. Mitteilung 
iiber die Bestandteile des Kornradesamens. 


et 


~ 


Von 


E. Wedekind und W. Schicke. 


(Aus dem Chemischen Institut der Forstlichen Hochschule Hann.-Miinden.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Mai 1930.) 


In einer friiheren Mitteilung*) haben Wedekind und Schicke 

berichtet, da8 das Githagenin, das Endsapogenin der Agrostemma 

' — Githago, ein Oxy-oxolacton der Formel ©,,H,,O, ist. Durch 

Oxydation mit Chromsiureanhydrid in Eisessig bei 70—80° ent- 

stand aus ihm eine Diketo-lacton-monocarbonsiure der Zusammen- 

setzung C,,H,,O,, die Githaginsiure. Die Bildung dieser Siure 

wurde durch die Annahme erklirt, dab’ sich im Githagenin die 

Alkohol- oder die Ketogruppe in Nachbarstellung zu einem tertiiir 

cebundenen Kohlenstoffatom befindet, welches zwei Ringen ge- 

meinsam ist. Unter Ringéffnung entsteht aus einer dieser beiden 

: Gruppen das Carboxyl, wiihrend das tertiiir gebundene Kohlen- 
stoffatom in die Ketogruppe iibergeht: 








CH, CO CH, COOH 
he ie Pi 
H.C CH CHOH H,C CO 50 
| | | | | 
H,C CH CH, H,C Cl CH, 
] i a ie ail I ie Menai 
CH CH CH CH 
| | | | 
Cy 9H 3,0, Cy oH 5,0, 
Githagenin. ”) Githaginsiiure. 


*) Diese Z. 182, 72 (1929). 

*; Wir hatten seiner Zeit die Frage, ob Keto- und Alkoholgruppe in 
«- oder §-Stellung stehen, offen gelassen, als Formelbild aber vorliiufig die 
5-KNonstitution gewiihlt. Auf Grund der jetzt vorliegenden Ergebnisse geben 
wir der a-Konstitution den Vorzug. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXC, 
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Die Tatsache, daB die Githaginsiure gegen kochendes methy). 
alkoholisches Alkali und gegen ein Gemisch gleicher Teile Salz. 
siure und Kisessig in der Siedehitze unbestiindig ist, macht es 
wahrscheinlich, dab sich die Alkohol- und Ketogruppe im Githa- 
genin in demselben Ring befinden und daB sie zueinander in 
a- oder §-Stellung stehen. 

Weitere Oxydationsversuche sollten uns einen EKinblick in 
die Konstitution des Githagenins bringen. 

Die Oxydation des Githagenins mit Kaliumpermanganat in 
acetonischer Lésung lheferte uns eine neue Siure vom Schmelz. 
punkt 359°, die ein Kohlenstoffatom weniger als das Githagenin 
enthilt und bei der Analyse auf die Formel C,,H,,O, stimmende 
Werte ergab. Durch einen bei 247° schmelzenden, gut krystalli- 
sierten Methylester wurde die neue Siure, fiir die wir den Namen 
(rithagosiure vorschlagen, niher charakterisiert. Die Titration 
der Siure zeigte, daB es sich um eine [Dicarbonsiiure handelt, 
auf 1 Mol. Siure wurden in der Kiilte 2 Mol. Alkali verbraucht. 
amit sind 4 Sauerstoffatome der Siiure festgelegt. Kine Alkohol- 
oder Ketogruppe ist nicht nachweisbar. Der Versuch, die Githago- 
siiure zu acetylieren, lieferte unverindertes Ausgangsmaterial und 
ebenso ergebnislos verliefen die Versuche, aus der Siure oder 
dem Ester ein Oxim, Semicarbazon und p-Nitrophenylhydrazon 
darzustellen. Man muB also wohl annehmen, da das restliche 
Sauerstoffatom itherartig oder oxydisch gebunden ist. Die Bildung 
der Githagosiiure diirfte wohl in folgender Weise zu deuten sein: 
Der Ring des Githagenins, welcher die Alkohol- und Ketogruppe 
in @-Stellung enthilt, wird bei der Oxvdation aufgesprengt und 
diese beiden Gruppen lhefern die beiden Carboxylgruppen der 
Githagosiure. Der Lactonring des Githagenins geht unter Ver- 
lust eines Kohlenstoffatoms in einen Oxydring iiber: 








CH, CO CH, COOH 
i ies i 
H,C CH CHOH H,C CH COOH 
| | | | 
H,C CH CH, H,C CI CH, 
III “ea IV ne ll il 
CH CH CH CH 
yt ft. 4 
Cy! 1490» 18 t 1,,0 
Githagenin. Githagosiure, 


Da die beiden Carboxylgruppen der Githagosiiure in 1,6-Stellung 
stehen, miuBte aus der Githagosiure bei der Destillation mit 
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Kssigsiiureanhydrid unter Verlust von Kohlendioxyd und Wasser 


yl. 
lz. ein Ringketon der Formel C,,H,,O, entstehen. ‘Tatsiichlich er- 
es leidet die Githagosiiure bei dieser Behandlung eine Veriinderung. 
ha- Ks entsteht ein in Natronlauge nicht mehr lésliches Produkt, das 
in nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Ather—Alkohoi und 
Aceton—Alkohol seinen Schmelzpunkt von 276° nicht mehr ver- 
in ‘inderte. Leider reichte die uns zur Verfiigung stehende Menge 
nicht zu einer niheren Untersuchung aus. 

in Sowohl die Githagosiiure, als auch ihr Methylester sind optisch 
a] 7. aktiv; beide drehen die Ebene des polarisierten Lichtes nach 
nin rechts: [e],, der Githagosiure in Alkohol = + 91,6°; [@], des 
ide Methylesters in Alkohol = + 77°. 
lli- Zur Aufklirung der Konstitution seines Sapogenins stellte Brand1') 
len § Oxydationsversuche an. Es gelang ihm zwar nicht, definierte Abbau- 
ion produkte mit bedeutend kleinerem Molekulargewicht darzustellen, da ,,einer- 
alt § seits Sapogenin einer weitergehenden Zertriimmerung seines Molekiils ziem- 
bt lichen Widerstand entgegensetzt, andererseits die Oxydationsprodukte, wie 
Z sie mit Kaliumpermanganat, unterchlorigsaurem Kali, kalter rauchender 
Ol- Salpetersiiure entstehen, nicht rein erhalten werden konnten,“ doch fiihrte 
20. die Alkalischmelze zu einer krystallisierten Siure. Diese fand noch dadurch 
nd erhéhtes Interesse, daB sie auch im Hundekot nach Sapotoxinfiitterung 
™ aufgefunden wurde. Die nach 1 stiindigem Schmelzen mit Kaliumhydroxyd 
bei 160—175° erhaltene Siure krystallisierte aus absolutem Alkohol in 
2 Nadeln und besab einen Schmeizpunkt von iiber 290°. Die Methylierung 
he mit Dimethylsulfat lieferte einen Ester, der avs Methanol oder aus ver- 
ng diinntem Athyl- oder Methylalkohol in schénen Nadeln krystallisierte und 
n: bei 23i1—232° schmolz. 

| Brandl erteilte dem Ester die Zusammensetzung C,,H,,O, und stellte 
1e - : . no . : ‘ : 
x fiir die freie Siure die Formel C,,H,,0, auf. Bei der Methylierung der 
a Siure sind also zwei Methylgruppen in das Molekiil eingetreten: die bei 
er der Alkalischmelze entstandene Siure ist eine Dikarbonsiiure. 

Pe Wir haben die Aikalischmelze unter den von Brandl an- 


vegebenen Versuchsbedingungen mit unserem Githagenin wieder- 
holt. Die Schmelze schiumt zu Anfang stark und nimmt eine 
sraue Farbe an. Die Aufarbeitung lieferte uns eine in weiben 
drusenformig angeordneten Nadeln krystallisierende Siiure, die in 
reinem Zustand bei 364° schmolz. Wir schlagen fiir die Siaure 
den Namen Githagonolsaure vor. Die Analyse ergab die Zu- 
cammensetzung C,,H,,0,-H,O; die Saiure enthalt also vier Kohlen- 
stoffatome weniger als das Githagenin. Die Githagonolsiiure 
krystallisiert aus verdiinntem Athyl- oder Methylalkohol mit 


1) Arch. f. exper. Path. 59, 245 (1908). 
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einem Molekil Krystallwasser, das so fest gebunden ist, daB es 
selbst bei 6-stiindigem Erhitzen im Vakuum bei 100° nicht ent- 
fernt wird. Der mit Diazomethan dargestellte Methylester 
krystallisierte aus verdiinntem Athyl- oder Methylalkohol in 
glinzenden weiBen Nadeln, schmolz bei 234—235° und gab bei 
der Analyse auf die Formel C,,H,,O, stimmende Werte. Bei 
der Methylierung mit Diazomethan ist eine Methylgruppe in das 
Molekiil der Githagonolsiiure eingetreten, die Saiure ist also eine 
Monocarbonsiure. 

Wir glauben auf Grund des Schmelzpunktes der Ester und 
der angegebenen Léslichkeitsverhiltnisse der Siure — den ge- 
nauen Schmelzpunkt der freien Siiure gibt Brand] leider nicht 
an —, daB die von Brand! aus seinem Sapogenin und die von 
uns aus dem Githagenin erhaltene Saure identisch sind. 

Die Githagonolsiiure lieferte mit Essigsiureanhydrid ein 
schén krystallisiertes Mono-acetylderivat vom Schmelzpunkt 321°, 
dessen Methylester wir darstellten. Der Ester schmilzt bei 171? 
und enthilt ebenfalls eine Methylengruppe mehr als das Acetyl- 
derivat der freien Siiure. Githagonolsiiuremethylester und das 
Acetylderivat des Esters krystallisieren, wie auch das Acetyl- 
derivat der Githagonolsiiure selbst, krystallwasserfrei. 

Von den vier Sauerstoffatomen der Githagonolsiiure sind 
drei nachgewiesen: zwei gehdren einer Carboxylgruppe und 
eines einer Alkoholgruppe an. Wir hatten erwartet, daB das 
vierte Sauerstoffatom einer Ketogruppe zugehéren wiirde, doch 
gelang es uns nicht, ein Oxim oder Semicarbazon der Siure 
darzustellen. 

Da die Githagonolsiure eine Monooxy-monocarbonsiure ist 
und nur noch ein Sauerstoffatom mit unbekannter Funktion 
enthalt, so kann die im Githagenin vorhandene Lacton- 
gruppe in der Siiure nicht mehr enthalten sein und es ist 
anzunehmen, daB der Kingriff des Alkalis an dieser Stelle des 
Molekiils erfolgt. 


Die Githagonolsiure leitet sich ab von einem gesiittigten 


\ohlenwaserstoff der Formel C,.H,,. der in seinem Molekiil fiint 


hydrierte Ringe enthalten muf, die auch im Githagenin vorhanden 
sind. Bei der Alkalischmelze hat eine Ringéffnung sehr wahr- 
scheinlich nicht stattgefunden, sondern die vier Kohlenstoffatome, 
die die Githagonolsaiure weniger enthalt als das Githagenin, miissen 
aus einer Seitenkette, welche den Lactonring des Githagenins 








c 








formulieren: 


% : a ac ra 
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enthilt, abgespalten worden sein. Fiir die Formulierung der 
Seitenkette kommen zwei Moéglichkeiten in Betracht: 


CH, . b) R-CH—CH,—CH,—CH,—CO 
a) R—CH C/ is a 
| | SCH, Nis wae 
| | a as 
ee O 
V VI 


Die Formulierung b) ist sehr unwahrscheinlich, denn wir 
haben bei der Aufarbeitung der Alkalischmelze niemals Buttersiiure, 
die uns schon durch ihren Geruch hitten auffallen miissen, nach- 
weisen kénnen. Formuliert man die Seitenkette in der mit a) 
bezeichneten Weise, so kénnte bei der Schmelze Kohlendioxyd 
und Aceton entstehen, die indessen unter den angewandten Ver- 
suchsbedingungen nicht nachzuweisen sind. Auch die ‘T'atsache, 
daB die Isopropylgruppe in einer ganzen Reihe von Naturstoffen 
enthalten ist, scheint uns die Formulierung a) wahrscheinlicher 
zu machen. 

Der Ubergang des Githagenins in die Githagonolsiiure wiire 
also folgendermaBen zu formulieren: 








CH, CO CH, CO 
Flee ie i i ai 
H.C CH CHOH H.C GH CHOH 
| | | | | 
H,C CH OH, H.C CH CH, 
VII sili il VIII es lie, Al 
CH CH GH CH 
_/Ous , 
C,4H,,—CH——C C,,H.;—COOH 
| | NCH, 
ae CO Githagonolsiiure. 
Githagenin. 


Die Githagonolsiure miiBte nach dieser Formulierung noch 
die im Githagenin nachweisbare Ketogruppe enthalten. Ob dieses 
tatsachlich der Fall ist und die Unfaihigkeit der Siiure ein Oxim 
und Semicarbazon zu bilden auf irgendwelchen anderen Griinden, 
eventuell sterischer Hinderung, beruht, vermégen wir nicht an- 
zugeben, 

Ubertriigt man die eben entwickelten Anschauungen auf die 
Uxydation des Githagenins mit Kaliumpermanganat, so kann man 
den Ubergang des Githagenins in die Githagosiiure folgendermaBen 
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CH, CO CH, COOH 
Oe Pe 7 
H, CH CHOH H,C CH COOH 
| | | | | 
H,C CH CH, H,C CH CH, 
XI Neo hg X ot “a 
CH CH CH CH 
| | :, | | 
CH, CH, 
oe or , C, ,H,,—CH-——-c@ 
CH, (OR: 
b_..9H - 
Githagenin. Githagosiiure. 


Die Githagonolsiiure, die wir durch Alkalischmelze des Githa- 
genius dargestellt haben, fanden wir aber noch bei einer anderen 
Reaktion des Githagenins auf. Beim Umkrystallisieren des aus 
wibrigem Eisessig krystallin erhaltenen Acetylgithagenins aus 
Benzol hinterblieb ein in Benzol unldéslicher krystalliner Riick- 
stand, der nach wiederholtem Umkrystallisieren aus verdiinntem 
Kisessig und verdiinntem Athanol bei 328° schmolz. Aus 5 g 
Githagenin wurde 0,42 g der Substanz erhalten. Die Verseifung 
mit methylalkoholischem Kali lieferte eine Substanz vom Schmelz- 
punkt 364° Die Veresterung der Substanz vom Schmelzp. 328° 
mit Diazomethan ergab einen in feinen Nadeln krystallisierenden 
Kster vom Schmelzp.171°, der mit dem Acetylderivat des Githa- 
gonolsiiure-methylesters vom gleichen Schmelzpunkt keine Schmelz- 
punktsdepression ergab. Die Substanz vom Schmelzp. 328°, die 
als Nebenprodukt bei der Acetylierung des Githagenins entstanden 
war, ist also das Acetylderivat der Githagonolsiure. Durch 
20-stiindiges Kochen des Githagenins mit Essigsiureanhydrid lieb 
sich die Ausbeute an diesem Produkt nicht vermehren. 

Kine Entscheidung dariiber, ob im Githagenin die Alkohol- 
oder die Ketogruppe in Nachbarstellung zu dem tertiir gebundenen 
kKohlenstoffatom, welches zwei Ringen gemeinsam ist, steht, hofften 
wir durch die Oxydation des Acetylgithagenins mit Chromsiiure 
treffen zu kénnen, doch verlief die Reaktion nicht in der er- 
warteten Weise. Bei der Oxydation des Acetylgithagenins in 
Kisessiglésung mit Chromsiiureanhydrid bei 60—7U° entstand ein 
Gemisch zweier Siuren, die wir iiber ihre Methylester trennen 
konnten. 

Der aus der alkoholischen Lisung in glinzenden Blattchen 
zuerst auskrystallisierende Ester schmolz bei279°. Die Elementar- 
analyse ergab auf die Formel C,,H,,0, stimmende Werte und 
















































Uber Githagosiiure und Githagonolsiiure. 7 
die Methoxylbestimmung zeigte, dab es sich um den Ester einer 
Monocarbonsiure handelt. Der Ester ist sehr schwer verseifbar: 
3-stiindiges Kochen mit methylalkoholischem Kali verandert ihn 
nicht. Mit Hydroxylamin ergibt der Ester ein gut krystallisiertes 
Oxim der Zusammensetzung C,,H,,O,N, er enthilt also eine 
hetogruppe. 

Weitere Versuche konuten wir aus Mangel an Material nicht 
durchfihren und aus demselben Grunde muBte eine nihere Unter- 
suchung des zweiten bei der Oxydation entstehenden Esters vom 
schmelzp. 189° unterbleiben. 

Wenn die Oxydation des Acetylgithagenins in derselben Weise 
verlaufen wire, wie die Oxydation des Githagenins mit Chrom- 
, | siiure, so hatte das Acetylderivat einer Oxy-oxolacton-monocarbon- 
: | siiure entstehen miissen, dessen Methylester die Zusammensetzung 
C,,H,,0, gehabt hatte. Durch Verseifung und folgende Oxydation 
der zu erwartenden g-Oxy-oxolacton-monocarbonsiure (vgl. Forme! | 
und II) hatten wir die Githaginsiure erhalten miissen. Es ent- 
, steht jedoch bei der Oxydation ein Ester der Formel C,,H,,0.. 
, Auf eine Erklirung des Oxydationsverlaufes miissen wir vorliutig 
| verzichten, da die Funktionen der Sauerstoffatome des Esters 
) 279° noch nicht vollstindig geklirt sind. 

Den weitestgehenden Abbau des Githagenins erzielten wir 
durch die Oxydation der Githagosiiure mit Chromsiiure in siedendem 
| Kisessig. Die bei der Oxydation entstehende neue Siiure selbst 
| konnten wir zwar nicht in krystallisierter Form isolieren, doch 

velang es uns, ihren Methylester zur Krystallisation zu bringen. 
Aus 0,5 g Githagoséure wurde 0,04 g des Esters vom Schmelz- 
punkt 265° erhalten. 

Der Ester hat die Zusammensetzung C,,H,.0, und ist, wie 
die Methoxylbestimmung ergibt, ein Dimethylester. Er leitet sich 
also von einer Dicarbonsiiure der Formel C,,H.,O, ab, die finf 
Kohlenstofiatome weniger als das Githagenin enthilt. Die Funk- 
tionen der beiden restlichen Sauerstoffatome konnten wir bei der 
geringen uns zur Verfiigung stehenden Substanzmenge }) leider nicht 
ermitteln; wir vermuten, daB sie zwei Ketogruppen zugehoren. 


1) Wir hatten gehofft, mit den uns im Herbst vorigen Jahres zur Ver 
figung stehenden 50 kg Kornradesamen, unsere Untersuchungen zu einem 
vorliiufigen AbschluB bringen zu kénnen. Leider stellte sich heraus, dab 
gerade diese Lieferung aus nicht zu ermittelnden Griinden iiberaus arm an 
Githagenin war, so dab wir gezwungen waren, einstweilen auf weitere 
Versuche zu verzichten. 
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Versuchsteil. 
Oxydation des Githagenins mit Kaliumpermanganat. 


2.5 g Githagenin wurden in etwa 50 ccm gereinigtem Aceton 
gelést und unter Kochen am RiickfluBkihler mit einer Lésung 
von 10 g Kaliumpermanganat in 1 Liter Aceton portionsweise 
versetzt. Unter Braunsteinabscheidung wurde die Lésung zu- 
erst schnell, spiter langsamer entfirbt. Es wurde so lange 
Permanganatlésung hinzugegeben, bis die rote Farbe der Liésung 
auch nach }/,-stiindigem Kochen bestehen blieb. Die noch heibe 
Liésung wurde vom abgeschiedenen Braunstein abfiltriert. 

Die Acetonlésung wurde mit schwefliger Siure entfarbt und 
eingeengt. Aus der Liésung fielen nach dem Versetzen mit Wasser 
weiBe Flocken aus, die in Ather aufgenommen wurden. 

Der Braunsteinriickstand wurde mit schwefliger Siure be- 
handelt. Hierbei schied sich das Hauptprodukt der Reaktion als 
schwach gelb gefiirbte Flocken aus, die in Ather aufgenommen 
wurden. Die aus der Acetonlésung und dem Braunsteinriickstand 
sewonnenen iitherischen Lésungen wurden vereinigt und der Lésung 
mit verdiinnter Natriumcarbonatlésung die entstandene Siure 
entzogen. Nach dem Ansiiuern des Sodaauszuges mit Salziure 
fiel die neue Siiure in gelblich gefiirbten Flocken aus, die in Ather 
aufgenommen eden, Nach dem rocknen der Liésung wurde 
der Ather abdestilliert und der hinterbleibende Riickstand in 
Athanol gelést. Die alkoholische Lésung wurde in der Kilte bis 
zur starken Triibung mit Wasser versetzt und diese mit Ather 
wieder beseitigt. Beim langsamen Verdunsten an der Luft schied 
sich die Saiure in farblosen Nadeln aus. Nach mehrmaligem Um- 
krystallisieren aus verdiinntem Athanol und wiBrigem Kisessi¢ 
schmolz sie bei 359°. 

Aus den Mutterlaugen der ersten Krystallisation scheidet sich beim 
weiteren Eindunsten ein gelbes UO] aus, dessen Krystallisation bisher nicht 
gelang. Den Neutralteil der Oxydation zu krystallisieren gelang ebenfalls 
nieht. Es wurde bei allen Versuchen nur ein gelbes O] erhalten. 

Die Githagosiiure krystallisiert aus verdiinntem Athanol in 
feinen langen Nadeln. Sie ist in den meisten organischen Lésungs- 
mitteln leicht léslich; schwer léslich in Petrolither, verdiinntem 
Athanol und wiiBrigem Hisessig. 

Aus 2,5 g Githagenin wurde 0,5 g der Siure erhalten. 

5,067 mg Substanz gaben 13,570 mg CO, und 4,23 mg H,O. 


4.859 mg sad rm 12,970 ng CO, ,, 4,13 mg H,O. 
1,371 mg ™ »  11,660mg CO, ,, 3,70 mg H,O. 


1,726 mg - »  12,640mg CO, ,, 3,90 mg H,0. 
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C,,H,,O, Ber. C 73,04°,, iH 9,56 °), 
Get. 73,05 .. 9.34 
’ +) 02,92 , 9,03 
- 72,93 . 9.48 
ys 73,03 yy 9,25 


Titration: 6,83 mg Substanz verbrauchten 0,54 ccm einer 0,048 n- 
Kalilauge. 

Aquivalentgewicht: C,,H,,0, (zweibasisch). 

Ber. 229 Gef. 264 
Die Drehung der Substanz wurde in absolutem Alkohol bestimmt. ') 
+ 1,09 X 0,7798 
r MS » , - . 
[a}) = + ——— ———___ = +. 916°. 
' 0,0235 x 0,5 x 0,79 

Methylester. Der Methylester wurde in der iiblichen Weise mit 
Diazomethan dargestelit. Nach wiederholtem Umkrystallisieren aus ver- 
diimntem Athanol und wiBrigem Eisessig sehmilzt der Ester bei 247°. 

5,120 mg Substanz gaben 15,91 mg CO, und 4,42 mg H,0. 

Cf, 0, Ber. C 173,77 °/, H 9,84 °, 
Gef. ., 74,10 », 9,66 

Molekulargewichtsbestimmung (nach Rast). 

0,190 mg Substanz gaben in 2,070 mg Campher. 4 = 8,0”. 

0,300 mg - ‘ 9» 2,780 mg ” 4 = 9,0°. 

Mol.-Gew. Ber. 488 Gef. 460, 480. 
Die Drehung der Substanz wurde in absolutem Alkohol bestimmt. 
dS 
1,09 x 0,7788 


[a], =— ; paar en: <a : a od oe 91.6°. 
= U,0235 X 0.5 X O,79 


Destillation der Githagosaure mit Essigsaureanhydrid. 


0,05 g Githagosiure wurden mit 2 ccm Essigsiureanhydrid 
in einer kieinen Retorte itibergossen und das Hssigsiiureanhydrid 
langsam im Luttbad abdestilliert. Sodann wurde die Temperatur 
des Bades bei 15 mm Vakuum aut etwa 350° gesteigert. Ks 
ging ein gelbes Ol iiber, das in Ather aufgenommen wurde. Die 
‘itherische Lésung wurde konzentriert, mit etwas Athanol ver- 
setzt und auf dem Wasserbad bis zur beginnenden Krystallisation 
eingeengt. Die ausgeschiedenen Krystalle wurden abgesaugt; 
nach wiederholtem Umkrystallisieren aus Ather—Alkohol und 
Aceton—Alkohol schmolzen sie bei 276°. 

In Natronlauge ist das erhaltene Produkt unldéslich; in 
Aceton und Ather ist es leicht lislich, schwerer lislich in Athanol. 

') Fir die Ausfiihrung der Drehungen sind wir Herrn Dr. Hellmut 
Bredereck in Greifswald zu Dank verpflichtet. 
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Alkalischmelze des Githagenins. 


2 g Githagenin wurden mit 16g Kaliumhydroxyd und 6 ccm 
Wasser gut verriihrt und die Mischung unter andauerndem Rihren 
im Kisentiegel 11/, Stunden auf 160—170° erhitzt. Die Schmelze 
schiiumt zu Anfang stark und nimmt eine graue Farbe an. Nach 
dem Erkalten wurde der Tiegelinhalt mit Wasser behandelt, mit 
verdiinnter Schwefelsiiure angesiiuert und die ausgeschiedenen 
Flocken in Ather aufgenommen. Der iitherischen Lésung wurde 
mit verdiinnter Natriumcarbonatlésung in bekannter Weise der 
saure Anteil der Oxydation entzogen. 

Die beim Ansiiuern des Sodaauszuges mit verdiinnter Schwefel- 
siiure ausfallende Siure wurde in Ather aufgenommen und der 
Ather nach dem Trocknen abdestilliert. Der hinterbleibende 
Riickstand wurde in Athanol gelést und die Lésung bis zur be- 
ginnenden Krystallisation auf dem Wasserbade vorsichtig mit 
Wasser versetzt. Die Siure krystallisierte in schneeweiBen, 
drusenformig angeordneten Nade!ln aus und schmuilzt in reinem 
Zustand bei 364°. 

Die Aufarbeitung des neutralen Anteils der Schmelze lieferte 
nur geringe Mengen unverinderten Githagenins. 

Die Githagonolsiure ist in Aceton, Athanol und Methanol 
leicht léslich; schwer léslich in Petroliither und verdiinntem Athanol. 

Aus 2 ¢ Githagenin wurden 0,4 g der Siiure erhalten. 

4,926 mg Substanz gaben 12,98 mg CO, und 4,27 mg H,0O. 

C,,H,.0,-H,O Ber. C 71,43% H 9,52, 
Gef. ,, 71,70 » 9,70 

Methylester. Der Ester wurde in der iiblichen Weise mit Diazo- 

methan dargestellt. Nach wiederholtem Umkrystallisieren aus verdiinntem 


o 


Methanol und verdiinntem Athanol schmilzt er bei 234—235°. 
Der Ester krystallisiert aus verdiinntem Methyl- und Athylalkohol in 
gliinzenden, weiBen Nadeln. 
4,971 mg Substanz gaben 13,620 mg CO, und 4,36 mg H,O. 
Cy HO, Ber. C 75,00 °/, H 9,62 °/, 
Gef. ,, 74,73 » 9,82 
Molekulargewichtsbestimmung (nach Rast). 


0,130 mg Substanz gaben in 1,690 mg Campher. 4 = 7,75 
0,140 mg - »  « 1,580 mg ” 4 = 9,00°, 


Mol.-Gew. Ber. 416 Gef. 395, 406 
Acetylderivat der Githagonolsiure. 0,1 g Githagonol- 
siure wurde mit 0,12 ¢ Kaliumacetat und 6 ccm Kssigsiure- 
anhydrid 2 Stunden zum Sieden erhitzt. Nach dem Erkalten 
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Uber Githagosiiure und Githagonolsiiure. 


wurde die Lésung in Wasser gegossen; das sich hierbei anfangs 
jlig ausscheidende Reaktionsprodukt wird allmahlich fest. Unter 
hiufigem Umschiitteln wurde 2 Stunden stehen gelassen und dann 
das Acetylderivat in Ather aufgenommen. Nach dem Trocknen 
wurde der Ather abdestilliert, der hinterbleibende Riickstand in 
Athanol gelist und die Lésung bis zur starken Triibung mit 
Wasser versetzt. Die Triibung wurde mit Aceton wieder be- 
seitigt. Beim Stehenlassen an der Luft schieden sich gliinzende 
Nidelchen aus, die aus verdiinntem Eisessig umkrystallisiert 
wurden. Das Acetylderivat schmilzt unter Zersetzung bei 321". 
Ks ist leicht léslich in Athanol und Kisessig; schwer léslich in 
verdiinntem Athanol und wiiBrigem Kisessig. Aus 0,1 g Githagonol- 
siure wurde 0,05 g des Acetylderivates erhalten. 

2,477 mg Substanz gaben 6,460 mg CO, u. 1,97 mg H,O; 0,05 mg Rest. 

C,H,0, Ber. C 72,98 °, H 9,01 °/, 
Gef. ,, 72,59 » 9,08 

Methylester des Acetylderivates. Das Acetylderivat 
wurde mit Diazomethan in der iiblichen Weise verestert. Nach 
dem Abdestillieren des Athers wurde der Riickstand in Kisessig 
gelést und die Lésung in der Kilte bis zur starken Triibung mit 
Wasser versetzt. Die Triibung wurde mit Aceton wieder be- 
seitigt. Beim langsamen Verdunsten an der Luft schieden sich: 
lange, feine Nadeln aus. Nach dem Umkrystallisieren aus ver- 
diinntem Athanol und verdiinntem Hisessig schmolz der Ester 
bei 171°. In absolutem Eisessig, Athanol und Methanol ist er 
leicht léslich. 

4,570 mg Substanz gaben 12,270 mg CO, und 3,89 mg H,O. 

C.,H,.9; Ber. C 173,36 °/, 237"), 
Gef. ,, 73,22 » 9,52 


Oxydation des Acetylgithagenins mit Chromsaure. 


a) Acetylgithagonolsiure als Nebenprodukt der 
Acetylierung des Githagenins. 

Die Acetylierung des Githagenins wurde nach den Angaben 
von Wedekind und Schicke?) ausgefithrt. Beim Umkrystalli- 
sieren des aus LEisessig—Wasser krystallin erhaltenen Acetyl- 
githagenins aus Benzol hinterblieb ein in Benzol  unldslicher 
krystalliner Riickstand, der nach dem Trocknen bei 321° schmolz. 
Nach wiederholtem Umkrystallisieren aus verdiinntem LKisessig 


1) Diese Z. 182, 78 (1929). 
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und verdinntem Athanol schmolz die Substanz schlieBlich konstant 
bei 328°. Der Stoff krystallisierte in derben glinzenden Nidelchen. 
Aus 5 g Githagenin wurde 0,42 ¢ der Substanz erhalten. 


4,902 mg Substanz gaben 13,135 mg CO, und 3,95 mg H,O. 


3,89 mg 7 »  12,950mg CO, ,, 3,89 mg H,O. 
C.,H,,0, Ber. C 72,97, H. 9,00 °/, 
Gef. ,, 73,10, 73,10 °/, » 9,02, 901 °/, 


Verseifung der Substanz vom Schmelzp. 328° ((Githa- 
conolsiure). Etwa 0,1 g der Substanz wurde mit methylalkoho- 
lischem Kali auf dem Wasserbad 2 Stunden zum Sieden erhitzt. 
Nach dem Erkalten wurde die Lésung mit verdiinnter Salzsiure 
angesiiuert und der ausfallende Niederschlag in Ather gelést. Nach 
dem Trocknen wurde der Ather abdestilliert und der verbleibende 
Riickstand in Alkohol aufgenommen. Die Lésung wurde in der 
Hitze bis zur beginnenden ‘lriibung mit Wasser versetzt. Beim 
Hrkalten schieden sich feine weibe Nadeln aus, die nach mehr- 
maligem Umkrystallisieren aus verdiinntem Athanol und wiBrigem 
Wisessig ihren Schmelzpunkt von 364° nicht mehr verinderten. 

5,200 ng Substanz gaben 13,590 mg CO, und 4,46 mg HO. 

C,,H,,0,-H,O Ber. © 71,43 °/, H 9,52"), 
Gef. ,, 71,28 5» 9,96 

Veresterung der Substanz vom Schmelzp. 328". (Methyl- 
ester des Acetylderivates der Githagonolsiure.) Die Sub- 
stanz wurde mit Diazomethan verestert. Der nach dem Abdestil- 
lieren des Athers verbleibende Riickstand wurde in Athanol 
sufgenommen und die Liésung in der Hitze bis zur beginnenden 
Triibung vorsichtig mit Wasser versetzt. Beim Erkalten schieden 
sich feine Nadeln aus, die nach wiederholtem Umkrystallisieren 
aus verdiinntem Athanol bei 171° schmolzen. 

Der Mischschmelzpunkt mit dem Acetylderivat des Githa- 
conolsiiure-methylesters (aus der Alkalischmelze des Githagenins) 
‘om Schmelzp. 171° ergab keine Depression. 


b) Oxydation des Acetylgithagenius mit Chromsidure. 


1g Acetylgithagenin wurde in 150 ccm Eisessig geliést und 
in der Kilte mit einer Lésung von 2,5 g Chromsiureanhydrid 
in Kisessig—Wasser versetzt. Nachdem das Oxydationsmittel 
linzugefiigt war, wurde die Liésung !/, Stunde auf 60—70° er- 
wiirmt. Nach dem Erkalten auf etwa 40° wurde die iiberschiissige 
‘‘hromsiure mit Alkohol reduziert und die Lésung in viel Wasser 
eingegossen, Das ausfallende Reaktionsprodukt wurde in Ather 
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it aufgenommen und der itherischen Lisung die entstandene Siiure 
a. mit verdiinnter Sodalésung entzogen. 

Die nach dem Ansiduern des Sodaauszuges ausfallende Siure 
wurde in Ather gelést und der Ather nach dem Trocknen ab- 
destiliert. Da die Krystallisation der freien Siure Schwierig- 
keiten bereitete, wurde der nach dem Abdestillieren des Athers 
hinterbleibende Riickstand mit Diazomethan verestert. Die ein- 








- geengte iitherische Lisung wurde mit etwa 10 com Athanol ver- 
“a setzt und sodann der Rest des Athers verdampft. Beim Erkalten 
t schieden sich feine, in allen Farben schillernde Blittchen aus, 
- die nach dem Umkrystallisieren aus verdiinntem Athanol und 
h waBrigem Hisessig bei 279° schmolzen und ihren Schmelzpunkt 
le nicht mehr veriinderten. 
“ 4,060 mg Substanz gaben 10,635 mg CO, und 3,21 mg H,0. 
a 4,947 me ” » 12,925 mg CO, ,, 3,97 mg H,O. 
4,764 mg - »  12,450mg CO, ,, 3,71 mg H,0. 
m 4,731 mg si » 12,400mg CO, ,, 3,66 mg H,O. 
Cysts ber, © 71,6 °/, H &,64°, 
Gef. 5 11,44 » 8,85 
a », 61,30 » 8,98 
gy 11,87 , 872 
* ‘a i thes 8,66 
b- Methoxylbestimmung: 
i]- 3,166 mg Substanz gaben 1,440 mg AgJ. 
ol Fiir Monomethylester CH,O Ber. 6,38 °/, Gef. 6,01 °, 
en Der Ester ist sehr schwer verseifbar. 0,1 g des Esters wurde 
en mit 25 ccm 4°/,iger methylalkoholischer Kalilauge 3 Stunden 
en zum Sieden erhitzt. Der Ester wurde unveriindert zuriick erhalten. 
Nach dem Abfiltrieren der ausgeschiedenen Krystalle des 
a- Esters 279° wurde die Mutterlauge der freiwilligen Verdunstunz 
1S} an der Luft iiberlassen. Es schieden sich feine verzweigte 
Nadelchen aus, die nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus ver- 
diimntem Methyl- und Athylalkohol bei 189° schmolzen. Leider 
reichte die erhaltene Menge nicht zu einer niiheren Charakteri- 
nd slerung aus. 
rid Aus i g Githagenin wurde 0,25 g des Estergemisches erhalten. 
tel Oximierung des Esters 279° Der Ester wurde mit 
a1- einem Uberschu8 von Hydroxylamin-chlorhydrat und Kaliumacetat 
ge in alkoholischer Lésung 2 Stunden zum Sieden erhitzt. Nach 
er dem Abfiltrieren des ausgeschiedenen Kaliumchlorids wurde die 


Lisung mit Wasser versetzt und eingeengt. Beim Erkalten 
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schieden sich feine Nadelchen aus, die nach dem Umkrystalli- 
sieren aus verdiinntem Methanol bei 222° schmolzen. Aber- 
maliges Umkrystallisieren aus verdiinntem Athanol verinderte 
den Schmelzpunkt nicht mehr. 
2,970 mg Substanz gaben 0,069 cem N (22°, 757 mm). 
CygH yg OgN Ber. N 2,79 °%, Gef. 2,68 °/,. 


Oxydation der Githagosaure mit Chromsaure in der Hitze. 


In einem Fraktionierkolben mit absteigendem Liebigkiihler 
wurde eine Lisung von 0,5 g Githagosiure in 30 ccm 75 °/,igem 
Hisessig zum Sieden erhitzt und im Laufe von 3 Stunden eine 
Lésung von 0,5 g Chromsiureanhydrid in 12 ccm 50 °/ iger Essig- 
siure tropfenweise hinzugegeben. 

Die Chromsiiurelésung wurde nach dem Erkalten mit etwas 
\thanol reduziert und in viel Wasser eingegossen. Die ausfallen- 
den weiBen Flocken wurden in Ather aufgenommen und der 
Ather nach dem Trocknen abdestilliert. Da es nicht gelang die 
freie Siure selbst krystallin zu erhalten, wurde sie mit Diazo- 
methan verestert. Der nach dem Abdestillieren des Athers hinter- 
bleibende Riickstand wurde in Athanol gelést, die Lésung in der 
Kilte bis zur starken Triibung mit Wasser versetzt und diese 
mit Aceton wieder beseitigt. Beim langsamen Verdunsten an der 
Luft schieden sich aus der Lésung zu Rosetten angeordnete 
Nidelchen aus. Nach wiederholtem Umkrystallisieren aus ver- 
diinntem Athanol und verdiinntem Methanol verinderte der Ester 
den Schmelzpunkt von 265° nicht mehr. 

Aus 0,5 g Githagosiiture wurde 0,04 ¢ des Esters erhalten. 

2,371 mg Substanz gaben 6,145 mg CO, und 1,84 mg H,O. 

C,,H,.064 Ber. C 69,96 °/, H 8,52 °, 
Gef. ., 70,36 », 8,68 

Methoxylbestimmung. 

2,319 mg Substanz gaben 2,161 mg AgJ. 

Fiir Dimethylester CH,O Ber. 13,91 °/, Gef. 12,32 °/, 

Molekulargewichtsbestimmung (nach Rast). 

0,100 mg Substanz in 0,945 mg Campher gaben 4 = 9,25°. 

Mol.-Gew. Ber. 446 Gef. 458 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind wir 
zu Dank verpflichtet fiir die zur Durchfiihrung dieser Untersuchung ge- 
wiihrte Beihilfe, ebenso der Direktion der Chemischen Fabrik E. Merck 
in Darmstadt fiir die bereitwilligst in unserem Interesse ausgefiihrte Extrak- 
tion von gréBeren Mengen Kornradesamen. 
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Experimentelle Studien iiber den Nucleinstoftwechsel. 
XXIV. Mitteilung. 


Uber die fermentative Aufspaltung der Hefenucleinsaure 
mit Lebernucleotidase zur Darstellung von Purin- und Pyrimidin- 
kohlehydratkomplexen. 


Von 
Franz Bielschowsky. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus der medizinischen Klinik der Akademie Diisseldorf.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22, Mai 1950.) 


Die fermentative Aufspaltung von Polynucleotidkomplexen 
der Thymus- und Hefenucleinsiiure mit dem gleichen Ferment 
muB Anhaltspunkte ergeben iiber den strukturellen Unterschied 
des Aufbaues der beiden Polynucleotidmolekiile. Zuniichst wire 
die Frage zu lésen, ob durch die gleiche fermentative Hydrolyse 
aus tierischen und pflanzlichen Polynucleotiden sich in gleicher 
Weise Purin- und Pyrimidinkohlehydratkomplexe isolieren lassen. 
Die zweite nicht minder wichtige Frage, die zur Beantwortung 
steht, ist die Untersuchung nach der Art der Verkettung der 
Phosphorsiure in beiden Polynucleotidmolekilen. Gelingt es, die 
Phosphorsiure in gleicher Weise bei tierischen und pflanzlichen 
Nucleotiden durch die Lebernucleotidase') abzuspalten, so ist an- 
zanehmen, daB der strukturelle Aufbau des Molekiils in beiden 
Fallen ahnlich ist, und dab die einzelnen Nucleotide der Thymus- 
nucleinsiure in ihrer Struktur den Mononucleotiden, die Levene 
und Mitarbeiter und Thannhauser und Mitarbeiter aus der 
Hefenucleinsiiure dargestellt haben, verwandt sind. Dabei bleibt 
noch die Frage offen, an welcher Stelle des Kohlehydrats die 
esterartige Verkettung der Phosphorsiure statthat. 

Thannhauser und Angermann haben iiber die Ergebnisse 
der fermentativen Aufspaltung der Thymusnucleinsiiure mit Leber- 


1) Deutsch, Diese Z. 171, 264 (1927). 
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nucleotidase in der XXI.') und XXII.*) Mitteilung der experi- 
mentellen Studien iiber den Nucleinstoffwechsel berichtet. 

Das wesentliche der bisher mitgeteilten Resultate ist die 
fermentative Aufspaltung der Thymusnucleinsiure zu Purin- und 
Pyrimidinnucleosiden, Es wurden hierbei aus Thymusnuclein- 
siure ein Adenin- und ein Thyminnucleosid krystallinisch er- 
halten. AuBerdem zeigte es sich, daB die Aufspaltung mit dem 
angewandten Ferment bei der tierischen Nucleinsiure am Purin- 


on” aon 


- as 





nucleosid nicht halt macht, sondern die Purinkohlehydratbindung 
sprengt, so daB die Ausbeute an Puringlykosiden relativ gering 
ist. Es wurden gréBere Mengen Guanin, Xanthin, Adenin und 
Hypoxanthin isoliert. 

Im Gegensatz hierzu fiihrt die fermentative Hydrolyse bei 
der Hefenucleinsiiure nicht zur Abspaltung nennenswerter Mengen 
freier Purine. Hier liegt ein wesentlicher Unterschied im Ver- 
halten des Ferments gegeniiber der Hefe- und der Thymus- 
nucleinsiiure. 

Es wird weiteren Untersuchungen vorbehalten sein, klarzu- 
legen, ob die leichtere Abspaltbarkeit der Purine der Thymus- 





') Thannhauser u. Angermann, Diese Z. 186, 13 (1929). 
Thannhsuser u. Angermann, Diese Z. 189, 174 (1930). 
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nucleinsiiure durch das Leberferment in der Natur des Kohle- 
hydrats oder in der Art der Kohlehydrat—Purinbindung zu 
suchen ist. 

Wenn auch die Abspaltung der Phosphorsiure bei der 
tierischen und pflanzlichen Nucleinsiure zu annihernd denselben 
Kndwerten (70°/, bei der Hefenucleinsiure) fiihrt, so gelang es 
nicht, die bei der Thymusnucleinsiure zuweilen ermittelten 
spaltungswerte von 90 oder mehr Prozent bei der Hefenuclein- 
siure zu erhalten. Ferner besteht eine Differenz in dem zeit- 
lichen Ablauf der Phosphorsiureabspaltung, die bei der Hefe- 
nucleinsiure langsamer verliuft (vgl. die Figur). 

Aus dem Spaltungsgemisch der Hefenucleinsiure konnten 
die drei Nucleoside Guanosin, Inosin und Uridin in relativ guten 
Ausbeuten isoliert werden. Inosin und Uridin sind als Des- 
amidierungsprodukte des Adenosins und Cytidins anzusehen. 

Nach Jones und Perkins?) sind im Molekiil der Hefe- 
nucleinsiiure nur die drei Nucleoside Guanosin, Adenosin und 
Cytidin praformiert. Jedenfalls gelang es auch mir nicht, nach 
der von ihnen angegebenen Methode der Aufspaltung der Hefe- 
nucleinsiure mit 1°/,iger NaOH Uridinphosphorsiure zu _ ge- 
winnen. Schon die Isolierung von Xanthin und Hypoxanthin bei 
der fermentativen Aufspaltung der Thymusnucleinsaiure mit Leber- 
nucleotidase bewies, daB das angewandte Ferment desamidierende 
Eigenschaften besitzt. Bei der Hefenucleinsiure findet die Des- 
amidierung bei intakter Basen—Kohlehydratbindung statt. Dabei 
fillt auf, daB die 6-Aminogruppe der Desamidierung leichter zu- 
giinglich ist, wie die Isolierung von Inosin und Uridin beweist. 
Dagegen scheint die 2-Aminogruppe fiir das angewandte Ferment 
schwerer angreifbar zu sein, da kein Xanthosin wohl aber 
Guanosin in guter Ausbeute gewonnen werden konnte. 

Die angewandte Methode scheint geeignet, die obengenannten 
drei Nucleoside zu praparativen Zwecken darzustellen. 


Experimenteller Teil. 


100 g hefenucleinsaures Natrium wurden in gleicher Weise 
wie das thymusnucleinsaure Natrium mit Lebernucleotidase?; 
fermentativ aufgespalten. Der Betrag der Phosphorsiiureabspaltung 
wurde nach Lieb-Kuhn’) bestimmt. 


1) J. of biol. Chem. 62, 557 (1925). *) A. a. O. 

3; Abderhalden, Hdb. d. biol. Arb.-Meth. III, 1, S. 304; Kuhn, 
Diese Z. 129, 64 (1922). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXC. 2 
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Die enteiweiBten Ansiitze wurden mit den Waschwiissern 
vereinigt und im Vakuum bei 40° Badtemperatur auf ungefihr 
1000 ccm eingeengt. Dann wurde mit 25°/,igem Ammoniak 
schwach ammoniakalisch gemacht und die abgespaltene Phosphor. 
siure mit Magnesiumacetat ausgefillt. Der Niederschlag wurde 
nach 12 stiindigem Stehen abgesaugt, das Filtrat im Vakuum bei 
Zimmertemperatur vom Ammoniak befreit und auf etwa 800 ccm 
eingeengt. Ks wurde bei schwach essigsaurer Reaktion mit 
(Juecksilberacetatlésung gefillt, der entstehende Niederschlag nach 
einigen Stunden abgesaugt und mehrfach mit kaltem Wasser aus. 
gewaschen. 

Der Niederschlag wurde mit Schwefelwasserstoff entqueck- 
silbert und das Quecksilbersulfid nach einmaligem Kochen a))- 
filtriert. Das Filtrat wurde im Vakuum bei 40° auf etwa 200 ccm 
eingeengt. Ks erwies sich als vorteilhaft, die urspriinglich zur 
Isolierung der Purine versuchte Fallung mit Silbercarbonat, die 
nicht zur erwarteten Gewinnung von Purinen fiihrte, trotzdem 
auszufiihren, da sie bei der weiteren Aufarbeitung stérende Sub- 
stanzen niederschligt. 

Das Filtrat der Silbercarbonatfaillung wurde durch Schwefel- 
wasserstoff entsilbert und vom abgeschiedenen Silbersulfid in der 
Hitze abfiltriert. In dieses Filtrat wurde mit basischer Blei- 
acetatlésung (D.A.B VI) gefillt und der entstehende Niederschlag 
abgesaugt. Das Filtrat dieses Bleiniederschlages wurde mit 
Ammoniak und basischem Bleiacetat so lange behandelt, bis kein 
weiterer Niederschlag mehr auftrat. 

Der Bleiniederschlag enthielt Substanzen mit hohem Phos- 
phorgehalt und wurde nicht weiter aufgearbeitet. 

Die Blei-Ammoniakfillung wurde gut ausgewaschen, in der 
iiblichen Weise zersetzt und das Filtrat vom Bleisulfid bei 40 
im Vakuum eingeengt. Keim Einengen fiel eine in feinen, ge- 
bogenen Nadeln krystallisierende Substanz aus, die phosphor- und 
aschefrei war und starke Orcinreaktion gab. Sie war leicht in 
heiBem, schwer in kaltem Wasser léslich. Der Schmelzpunkt 
lag beim Erhitzen im geschlossenen Kapillarrohr auch nach 
mehrfachem Umkrystallisieren aus heiBem Wasser niemals iiber 
228°, Die Analysen ergaben kein befriedigendes Ergebnis. Erst 
die Reinigung der Substanz iiber eine zweite Blei-Ammoniak- 
fillung nach Levene’) lieferte ein einwandfreies Priparat, das 





1) Oppenheimer-Pincussen, Meth. d. Fermente 8. 379 (1929). 
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Sern bei 238° schmolz und dessen Analysenwerte zeigen, daB der 

ahr Kérper Guanosin ist. 

niak 4,890 mg Substanz gaben 6,775 mg CO,, 2,35 mg H,0O. 

hor- 2,570 mg ” » 0,498 com N (21,5°, 756 mm). 

irde C,,H,305N, + 2H,O (319,18) Ber. 37,60°/, C 5,87°/, H  21,94°9/, N 

bei Gef. 37,97 5,38 22,37 

seine Das Filtrat von Guanosin wurde im Vakuum zur Trockne 

mit sebracht und mit wenig 80°/,igem Alkohol in der Hitze extra- 

ach hiert und vom Ungelésten abfiltriert. Beim Erkalten schied sich 

— eine in Nadeln krystallisierende Substanz aus, die nach Um- 
krystallisieren aus 80 °/,igem Alkohol bei 218° schmolz und deren 

ck. Analysenwerte mit den fiir Inosin berechneten iibereinstimmen. 

a 4,868 mg Substanz gaben 7,910 mg CO,, 1,96 mg H,O. 

ccm 3,005 mg . » 0,522 eem N (20°, 767 mm). 

via C,oH,.0,N, (268,13) Ber. 44,75°, C 4,51°, H = 20,90°/, N 

die Gef. 44,32 4,51 20,43 

lem 


Das Filtrat vom Inosin wurde zur Trockne gebracht und 


—_ mit absolutem Alkohol extrahiert. Die Hauptmenge der Substanz 
fel. ging in Lésung. Beim Erkalten schied sich ein sehr geringer 
es amorpher Niederschlag aus, von dem abgegossen wurde. In diese 
“i alkoholische Lésung wurde mit Ather gefillt. Hierbei fillt eine 
— tarblose Substanz aus, die meist amorph und etwas phosphor- 
aie haltig, seltener phosphorfrei und krystallin ist. Von diesem Nieder- 
win schlag, aus dem durch Umkrystuallisieren mit S80—90°/,igem 
| Alkohol noch Inosin gewonnen werden kann, wird abgesaugt und 
- das alkoholisch-atherische Filtrat im Vakuum eingeengt. Hierbei 
; scheidet sich zuweilen eine in groben Nadeln oder Drusen krystalli- 
- sierende Substanz aus, zuweilen entsteht jedoch ein amorpher 
10) schmieriger Riickstand, der mit heibem 90 */oigem Alkohol auf- 
m senommen wird. Aus dieser Liésung scheiden sich dann die 
al gleichen groben Krystalle aus. Die Substanz schmilzt roh bei 
mn 163—164", nach einmaligem Umkrystallisieren aus 90°/ igem 
akt Alkohol bei 165°. Die Analysenzahlen stimmen dann mit den 
sie fiir Uridin berechneten iberein. 
yer 4,812 mg Substanz gaben 7,840 mg CO,, 2,05 mg H,0. 
sat 3,070 mg “ » 9,304 cem N (22°, 758 mm). 
k C,H,,0,N, (244,12) Ber. 44,24°, C 4,96°, H 11,48, N 
Gef. 44,43 4,77 11,43 


Das Filtrat der Quecksilberacetatfillung wird durch Schwefel- 
wasserstoff entquecksilbert und nach Entfernung des Sulfids mit 


o* 
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Ammoniak neutralisiert und auf etwa 300 ccm eingeengt. Mit 
Bleiacetat entsteht kein Niederschlag, erst auf Zusatz von Ammo- 


niak fillt ein voluminéser Niederschlag aus. Dieser wird in dey 


oben angegebenen Weise behandelt. Das Filtrat vom Bleisulfid 
wird auf etwa 100 ccm eingeengt. Dabei fallt nur selten Guanosin 
aus. Dann wird mit basischem Bleiacetat gefallt, von dem nun- 
mehr entstehenden Bleiniederschlag abgesaugt und wiederum mit 
Ammoniak alkalisch gemacht. Dieser zweite Blei-Ammoniak- 
niederschlag verhalt sich bei seiner Aufarbeitung genau so wie 
der Blei-Ammoniakniederschlag, der aus der Quecksilberacetat- 
fillung gewonnen wurde und liefert Guanosin, Inosin und Uridin. 

Die Ausbeuten an Rohprodukten dieser drei Nucleoside fiir 
beide Blei-Ammoniakfallungen betragen: 

etwa 4g Guanosin, etwa 2 g Inosin und etwa 2,5 g Uridin 
aus 100 g hefenucleinsaurem Natrium. 
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Die Modifikationen des Protoporphyrins und Protohadmins. 
Von 
e A. F. Richter. 


Mit 8 Figuren im Text und auf Tafel I. 





(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Masaryk-Universitat Brinn.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2, Juni 1930.) 


Porphyrine von derselben Konstitutionsformel (1, 3,5,8-Tetra- 
nethyl-2,4-divinyl-6,7-propionsaéureporphin), die friiher entweder 
‘e nach der Darstellungsweise oder nach dem Ausgangsmateriale 
unterschieden wurden, sind nach H. Fischer und F. Lindner’) 
als Protoporphyrin oder Hoppe-Seylers Porphyrin zu bezeichnen. 
im Laufe dieser Arbeit hat es sich jedoch als nétig ergeben, 
zwischen dem Protoporphyrin, das von H. Fischer und B. Pitzer?) 
aus Schalfejeffs Himin dargestellt wurde und dem, das A. Ham- 
sik’) aus Oxyhimin erhielt, weiter zu unterscheiden. Das erstere, 
das wir hierorts weiter als Fischers Porphyrin bezeichnen, liefert 
bei der Eiseneinfihrung die «-Modifikation des Himins, das 
letztere, hierorts Hamsiks Porphyrin genannt, liefert unter den- 
selben Bedingungen die f-Modifikation desselben. Die morpho- 
logischen und optischen Eigenschaften der Porphyrine weisen aber 
im Gegensatz zu den Eisensalzen keine Unterschiede auf. Dieser 
vefremdende Umstand lieB sich durch die Mischkrystallisation 
der optisch verschiedenen Formen der Porphyrine vollauf erkliren, 
denn die Beimischung der f-Modifikation des Porphyrins ver- 
ursacht, daB die optischen und morphologischen Kigenschaften 
ler ¢-Form nicht zum Vorschein kommen und den Charakter der 
/-Form annehmen. Die verschiedenen Léslichkeitsverhiltnisse ge- 
statteten eine Sonderung derselben und sogar eine Reindarstellung 
‘er ¢-Form, denn das «-Protoporphyrin ist weniger ldslich. 





) Diese Z. 142, 141 (1925). 
*) Diese Z. 154, 39 (1926). 
%) Diese Z. 158, 17 (1926); 180, 307 (1929); 183, 103 (1929). 
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Der Grund des Auftretens der beiden Modifikationen neben- 
einander liegt allererstens in der Natur der angewandten Ent- 
eisenungsmethode mit Ameisensiure und Eisen?) und sodann in der 
Reaktionsempfindlichkeit der eisenhaltigen Muttersubstanz. Je 
empfindlicher dieselbe gegen die chemischen Kinfliisse ist, desto 
leichter entsteht aus der prosthetischen Gruppe des Blutfarbstoffes 
unter der sog. Alterierung der urspriinglich vorhandenen Form 
dic #-Form des Protoporphyrins. Die #-Form ist héchstwahr- 
scheinlich nicht in der Muttersubstanz vorgebildet, sondern ver- 
dankt ihren Ursprung nur den chemischen Einfliissen bei der 
Reaktion. 

In der folgenden Reihe ist die Widerstandsfihigkeit gegen 
die genannten Agenzien bei dem a-Himin am gréften, bei dem 
Oxyhimin bzw. Acetonchlorhimin am geringsten (das Aceton- 
chlorhimin wiire vielleicht trefflicher als @-Metahimin zu be- 
zeichnen): Natives Oxyhiimin, @-Metahimin, @-Hiimin, /-Meta- 
hiimin, #-Hiimin. 

Zur Kennzeichnung des Acetonchlorhimines, das sowohl optisch 
als auch morphologisch vom «-Himin verschieden ist, wire zweck- 
miibig in Analogie zu metastabilen Zustinden der Atome und 
Molekiile der Ausdruck @-Metahimin zu wiihlen. Das Tertium 
comparationis liegt einerseits in der Anregung der metastabilen 
Atome, andererseits in der Umscheidung; denn diese beiden 
Vorgiinge fiihren zu stabilen Gebilden. Aus demselben Gruni 
ist ganz ihnlich das von A. Hamsik*) aus dem durch liingeres 
Kochen des Blutes mit konzentrierter Lauge bereiteten Pulver 
dargestellte f-Hiimin als #-Metahimin zu bezeichnen, denn es 
unterscheidet sich krystallographisch von seinem Umscheidungs- 
produkte. 

Zweifellos steht das Oxyhiimin bzw. das @-Metahimin am 
niichsten dem nativen Zustand der prosthetischen Gruppe des 
Blutfarbstoffes, da seine Darstellungsmethode derart schonend 
ist, daB sie zugleich auch die Isolierung seiner EiweiBkomponente 
in solchem Zustande gestattet, daB sie ihre Kupplungsfahigkeit 
behalt.’) 

DaB das 8-Protoporphyrin seinen Ursprung nur der leichten 
Verinderlichkeit des Oxyhimins verdankt, wurde direkt bewieseu, 
indem man das Oxyhimin in Hiimin iiberfiihrte und nachher der 


1) Fischer u. Piitzer, a. a. O. 
*) Diese Z. 80, 37 (Das Hiimin aus Aceton) (1912). 
*) Hamsik, Diese Z. 187, 229 (1930). 
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Enteisenung unterzog. Auf diesem Umwege bereitetes Proto- 
porphyrin lieferte bei der Kiseneinfihrung das «-Himin, wogegen 
das direkt aus Oxyhimin bereitete Protoporphyrin immer das 
j-Hiimin ergab; dennoch gelang es auch in dem aus Oxyhiimin 
bereiteten Protoporphyrin die e-Modifikation nachzuweisen, wenn 
auch in recht winziger Menge. 

Auferdem wurde auch das e«-Hiimin (Schalfejeffs) unter 
Entstehung der beiden Protoporphyrinformen nebeneinander 
euteisent. 

Diese Ergebnisse bezeugen, daB die angewandte Enteisenungs- 
methode mit Ameisensiure und Eisen die eisenhaltigen Mutter- 
substanzen im verschiedenen, in erster Linie von dem Nativitits- 
zustand und Léslichkeitsverhiltnissen abhiingigen Grade alteriert, 
wie dies bereits von A. Hamsik!) hervorgehoben wurde. 

Die Beimischung der durch Alteration entstandenen #-Form 
ist demnach die Ursache, daB die Protoporphyrinkrystalle des 
Priiparates, das bei der KHiseneinfiihrung das «-Himin liefert, 
dennoch optisch und morphologisch nicht von denen zu unter- 
scheiden sind, die bei der EKisenung das 3-Himin geben. Das 
Protoporphyrin besteht in beiden Fillen aus stiibchen- und tafel- 
formigen Krystallen, von wahrscheinlich monoklinischem Habitus, 
deren Ausléschungsrichtung parallel mit der langen, gut aus- 
sebildeten Kante liegt; haufig, besonders bei einigen Priparaten, 
sind die kirzeren Kanten unter verschiedenen Winkeln schrig 
abgeschnitten, wie dies bereits von H. Fischer und B. Piitzer?) 
abgebildet wurde; weiter sind auch nadel- und spindelformige 
Krystalle zu beobachten, bei denen die Ausléschungsrichtung mit 
der Kérperachse parallel ist. Die Krystalle sind in der Richtung 
der lingeren Kante dunkelbraun, senkrecht hierzu hellockergelb 
vel, Fig. 4). 

Die Krystalle sind also von denen, welche H. Fischer und 
f. Lindner®) aus den Méveneierschalen dargestellt haben, durch- 
aus verschieden, wie aus der krystallographischen Beschreibung 
von Steinmetz ersichtiich ist. Bei dem von H. Fischer und 
b. Pitzer aus @-Himin dargestellten Protoporphyrin ist leider 
die optische Charakterisierung unterlassen worden, obgleich hier 
wohl im Sinne der obigen Befunde die Méglichkeit besteht, dai 
die Beimischung der f-Modifikation den Charakter der Krystalle 
des a@-Protoporphyrins veraindert bzw. den ihrigen aufzwingt. 


1) Diese Z. 183, 103 (1929). 


*) A.a.O. Die Abbildung S. 170. *) A.a. O. 
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Da man bei der Anwendung der Ameisensiure und Eisen 
héchstwahrscheinlich nicht zu einheitlichen, reinen Modifikationen 
gelangt, wurden die optisch und morphologisch gleichen Porphyrine, 
die sich bei der Eiseneinfiihrung aber verschieden verhalten, mit 
den Namen der Autoren bezeichnet. 



































Fig. 1. Formen der a-Modifikation (Protohimin). 


Aus dem Fischers Protoporphyrin konnte man die «-Mod- 
fikation rein darstellen, indem man dessen Lésung im Gemisch 
von Pyridin und Chloroform in die eijsenchloridhaltige Essigsiure 
hineinfiltrierte. Es schieden sich Krystalle des ¢-Protoporphyrins 
aus, die sich jedoch von den von Steinmetz beschriebenen ..Qo- 
porphyrin“krystallen unterschieden. Inwieweit die Mutterlauge 
cie Form beeinfluBt, kann man ohne Versuche nicht aussagev. 
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Es wird dennoch, wie hier vorweggenommen sei, als verschieden, 
und zwar als @-Metaprotoporphyrin betrachtet. 

Versuche — das «-Protoporphyrin direkt aus den Blutpulvern 
darzustellen — schlugen siimtlich fehl. Die Enteisenung des 
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Fig. 2. Formen der £-Modifikation (Protohamin). 


(xyhimins nach der von A. Hamsik modifizierten Methode von 
A. Papendieck und K. Bonath?) lieferte das @-Protoporphyrin 
offenbar deswegen, weil die Reaktion iiber Himochromogen verlauft. 
Zwecks bequemer Verfolgung der Modifikation der aus ana- 
lytischen Porphyrinen dargestellten Himine wird das 
abgebildete Schema aufgestellt, wo die Alterationsstufen mit 
Zahlenindices bezeichnet wurden (vgl. Fig. 1 und 2). 





1) Diese Z. 144, €0 (1925); 150, 261 (1925). 
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Die Teichmannschen Krystalle, deren Ecken entweder einzeln oder 
beide abgerundet werden, bezeichnet man als a,-Form, Weiter wurden 
Krystalle, deren Begrenzungskanten etwa 34° miteinander bilden, beobachtet. 
Sie waren aber zum Unterschied der von H. Fischer und B. Piitzer dar- 
gestellten und von Steinmetz skizzierten Krystallen entlang des parallel! 
ausliéschenden Kantenpaares veriiingert. 

Falls sich die Abrundung der gegeniiberliegenden Ecken auf die 
lingeren Kanten derart ausdehnt, dal die Kanten verwischt werden, ent- 
stehen die wetzstein- und seltener die spindelartigen o,-Formen. Der Be- 
stimmung der Ausléschungsrithtung, die zur Kérperachse in einem Winkel 
von etwa 10° steht, gebiihrt nur ein orientierender Zug. 

Leicht zerbrechliche, meistens tief verfiirbte und krystallo- 
graphisch nicht gut abgegrenzte Gebilde rechnen wir zu den 
a,-Formen, die ja vielleicht teils als Pseudoformen aufgefabt 
wurden. (Dennoch an geeigneten Individuen wurde die Zugeh6rig- 
keit zur «-Modifikation walrscheinlich gemacht. Weiteres tbe: 
diese Form“ siehe %. 37.) 

Von diesen tief verfiirbten, opaken o@,-Formen mu8 man aber die be- 
vorstehenden Krystallformen unterscheiden, deren tiefe Verfiirbung nur 
durch die Dicke oder Raumeinstellung des Krystalles bedingt ist. 

Ganz ihnlich lassen sich auch die entsprechenden Stufen bei der 
3-Modifikation aufstellen. 

Als ¢,-Form bezeichnen wir die stiibchen- und siulenformigen Krystalle, 
die 6fters bei der EKiseneinfiihrung beobachtet wurden. Sie sind dure): 
parallele Ausléschung gekennzeichnet. Die von H. Fischer und K. Zeile’ 
aus Kiimmerers und anderen niiher nicht definierten sowohl analytischen 
als auch synthetischen Protoporphyrinen dargestelllten Krystalle gehéren 
wahrscheinlich hierher. 

Die §,-Form besteht aus sechsseitigen Tifelchen und Krystallen, deren 
kiirzere Kanten abgerundet sind oder nadelférmig auslaufen; iiberdies sind 
auch die mannigfaltigsten Ubergangsformen zu finden. Gruppierungen der 
zarten nadelférmigen Krystalle libt die bekannten Kiigelchen, die Sphiroide 
entstehen. Es sind ja auch solche anzutreffen, an denen die Struktur nicht 
zu erforschen ist; man kann in diesem Falle an allseitige Abrundung der 
kurzen Siiulen denken. 

Zu der f#5-Form ziihlen wir die wetzsteinartigen Krystalle, deren 
Ausléschungsrichtung mit der K6érperachse parallel ist. Projektion des 
Krystalles in die Vertikalebene, wie oft an den Priparaten mit geniigender 
Fliissigkeit beobachtet wurde, ist ein Stibchen (ein schmales ,,Rechteck*) 
mit paralleler Ausléschung entlang der Kante. 

8, stellt analog die Pseudoformen vor (vgl. auch S. 37). 

Diese minutiése, an sich selbst nicht zu bedeutende morpho- 
logische Unterscheidung der einzelnen Formen ist durch deren 
verschiedene Reaktivitaét begriindet und erlaubt weiter den Ein- 


flu8 der Mischkrystallisation auf die Krystallformen zu ver- 





') Liebigs Ann. 468, 98 (1928). 
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folgen; riickgingig kann man aus der Form auf die Natur des 
Priiparates schlieBen. 

Befolgt man bei der Darstellung des EKisensalzes aus Hamsik- 
schen oder f-Protoporphyrin die Vorschrift von H. Fischer und 
B. Pitzer’), so wird die Aubeute an f-Hiimin auffallend ge- 
ringer, als wenn man Eisen auf gleichem Wege in das Proto- 
porphyrin Fischers einfihrt. Lést man dagegen das erstgenannte 
Porphyrin im Gemisch von Pyridin und Chloroform, gieBt sodann 
die Lésung in die gesalzene eisenchloridhaltige Essigsiiure und 
tiihrt durch Erhitzen und nachheriges Abstumpfen das Eisen ein, 
so nimmt die Ausbeute an #-Hiimin ganz erheblich zu. 

Dieser das Entstehen der -Modifikation fordernde Um- 
stand, macht sich besonders bemerkbar bei der EKiseneinfiihrung 
in Fischers Protoporphyrin; denn infolge der Beimischung der 
3-Modifikation liefert dieses die beiden Himinmodifikationen 
nebeneinander, wobei das e¢-Hiimin — wahrscheinlich je nach 
dem Gehalt des Priparates am (-Porphyrin und je nach den 
Krystallisationsbedingungen — die Alterationsstufen aufweist. 

Diesbeziigliche Verhiiltnisse, insbesondere der KinfluB der 
Mischkrystallisation auf die Form, wird an folgenden drei aus- 
erlesenen Beispielen erlautert. 

Die Rekrystallisation des ,gemischten“ Protohimins, die 
nach W. Kiister?) immer als Kriterium des Priparates gewiihlt 
wurde, ergab in einem Falle die einheitliche e-Form, obgleich 
die Erstkrystallisation des Protohimins von ungefihr gleichen 
Teilen von @,- und f,-Formen bestand und morphologisch mehr 
den Kindruck der #-Modifikation erweckte: In einem anderen 
Versuch schieden sich bei der Umscheidung zuerst korrodierte 
é,-Formen und spiter die entlang des parallel ausliéschenden 
kantenpaares verlingerten «-Formen, von denen, wenn sie morpho- 
logisch entartet werden, die ~-Formen nicht mehr zu _ unter- 
scheiden sind. 

Bei der Erstkrystallisation sind tiberdies in diesem zweiten 
Falle interessante, optisch uneinheitliche Krystalle (und zwar 
bauchige Wetzsteine) mit Sanduhrstruktur beobachtet worden 
(vgl. Fig. 3). 

Bei einem weiteren uneinheitlichen Porphyrinpriiparat, das 
durch Mischen von Hamsiks und Fischers Porphyrin ent- 





1) A. a. O. (3. 57. zweiter Absatz). 
?) Diese Z. 40, 391 (1903). 
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standen war, krystallisierte nach LEiseneinfiihrung das Proto- 
hiimin iiberwiegend in dicken Ellipsen mit scharf hervortretendem 
Relief, die dem Habitus der 3-Modifikation ziemlich fremd waren: 
auBerdem sind typische, 6fters sternartig auslaufende Sphiroide 
nebst spirlichen «,-Formen beobachtet worden. 

Hiermit ist also die Mischkrystallisation als einer der Griinde 
der Alteration der @-Modifikation zu betrachten. Der Befund, 
daB die Rekrystallisation des Gemisches von Protohiminen zur 
einheitlichen «,-Form fihrte, ist bei der Angabe von W. Kiister’) 
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in Betracht zu ziehen; dieser Autor hat nimlich bei der Re- 
krystallisation (Umscheidung) die Umwandlung der f-Modifikation 
in ¢-Moditikation beobachtet. Die [rreproduzierbarkeit dieses und 
iiuhnlicher Versuche kann wohl ihren Grund in dem wechselnden 
Verhiiltnis der beiden Moditikationen zueinander haben. 


Experimenteller Teil. 
I. Darstellung des Ausgangsmateriales. 


Ia. Das Oxyhiimin wurde nach der Acetonmethode von 
A. Hamsik*) aus dem Ochsenblute mit iiblicher Ausbeute dar- 





1) Diese Z. 101, 69 (1918). 
2) Diese Z. 176, 173 (1928); 178, 67 (1928). 
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gestellt. Wenn das koagulierte und zerriebene Blut vor der 
Extraktion mittels 3°/, Oxalsiiure-Aceton mehrere Stunden an 
der Luft steht, wird es schwieriger extrahierbar und die Aus- 
beute an Oxyhimin wird geringer. Die Qualitiitspriifung mit 
Chlorhimin und Kalisalzprobe war gut. 

Ib. 2 Liter defibriniertes Rinderblut wurden in Befolgung 
des von A. Hamsik?) angegebenen Verfahrens mit Wasser ver- 
diinnt, mit Natriumacetat gesalzen und in der Hitze koaguliert. 
Aus dem entwisserten Koagulum wurde das Himatin mittels 
21/, °/, Oxalsiure—Alkohol extrahiert und in der a.a.O. beschrie- 
benen Weise isoliert. Die Haminprobe dieses 21/, Jahre alten 
Priiparates war gut, die Probe auf Kalisalz gab erst nach einer 
Viertelstunde die kugeligen, undeutlich spitzig auslaufenden Gebilde. 

Ic. Aus dem defibrinierten Pferdeblut wurde das «-Hiimin 
nach der Schalfejeffschen Methode dargestellt und krystallo- 
graphisch nach P. Groth ?) identifiziert. 

Id. Aus dem Oxyhimin (la bzw. Ib) wurde das «-Hiimin 
dargestellt, indem man es in der mit Kochsalz gesittigten Essig- 
siure wihrend etwa 15 Minuten kochte. Das nach Kiisters 
Vorschrift umgeschiedene Himin weist krystallographisch keine 
Unterschiede von dem Schalfejeffschen Hamin auf. 

Ie. Der oxalsiurehaltige Acetonauszug (siehe Ia) wurde in 
der Ausfiihrung nach A. Hamsik®*) mit dem Gemisch von gleichen 
Teilen von 12°/, Chlorwasserstoffsiure und Aceton derart ver- 
setzt, daB auf 100 ccm des filtrierten Auszuges 5 ccm des Ge- 
misches kamen; nachher wurden noch allmihlich und unter 
Mischen auf 100 ccm noch ungefihr 20 ccm Wasser zugesetzt. 
Nach Waschen mit Aceton, das teilweise aber den Farbstoff list, 
mit der verdiinnten Salzsiure und Wasser wurden die Krystalle 
an der Luft getrocknet. Die Ausbeute aus einem Liter Rinder- 
blut war etwa 3g. 

Die langen nadel- und fadenférmigen Krystalle treten oft — mehr 
accidentell als regelmiBig — zu strahlenférmigen und sphiroiden Aggre- 
gaten zusammen; hierunter befinden sich nicht zu spirliche langgestreckte, 
schmale, teils auch verbogene rhomboidale Tifelchen (a,). Obgleich be- 
kanntlich die fadenformigen Formen gewisse Variationen in dem Aus- 
léschungswinkel zeigen, laBt sich doch mit gewisser Wahrscheinlichkeit 


die Ausléschungsrichtung zu der gut ausgebildeten Kante bestimmen; sie 
steht zu ihr im Winkel von 42°. Pleochroismus ist in der Auslischungs- 





1) Diese Z. 148, 101 (1925). 
*) Chem. Krystallographie III, 526 (1910). 
) Spisy lék. fakulty v Brné VIII, 115 (1930). 
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richtung (von 42°) rotdunkelbraun bis schwarz, senkrecht hierzu hellgelb- 
braun. 

Da die Krystalle bei der Umscheidung nach Kiister in die 
Teichmannschen iibergehen und auBerdem sich von dem e«-Himin 
durch die Reaktionsempfindlichkeit unterscheiden, kénnte man 
vielleicht diese labile Form als @-Metahamin bezeichnen. Eine 
Mischkrystallisation scheint hier iiberhaupt nicht in Betracht zu 
kommen, da das Metahiimin einheitlich ist. Krystalle, die aus 
Menschenblut dargestellt wurden, wiesen keine Unterschiede auf. 


If. Nach der von A. Hamsik?) ausgearbeiteten Vorschriit 
wurde aus dem salzsiurehaltigen Acetonauszug ein Haimin dar- 
gestellt, das — vom «-Hiimin verschieden — als f-Hamin be- 
zeichnet wurde. Die Krystalle sind gemiB einer Achse mibig 
verliingerte Wiirfelchen monoklinischen Habitus, deren Pleochrois- 
mus in der Richtung der lingeren Kante rotbraun, senkrecht 
hierzu dunkelbraun (mit verschwindendem Stich ins Griin) ist. 
Die Ausléschungsrichtung steht zu der lingeren Kante im Winkel 
von etwa 25°. Der durch die lingere und die kiirzere, schrig 
abgeschnittene Kante gebildete Winkel betragt 80°. Weiter — 
aber in einer viel kleineren Menge — sind Krystalle von grob 
paralleler Ausléschung zu beobachten; tiberdies — in etwa der- 
selben Menge — findet man Krystalle, wo die Ausléschungs- 
richtung zu der langeren Kante im Winkel von etwa 45° und 
seltener von etwa 34° steht. SchlieBlich findet man die a. a. O. 
beschriebenen sechsseitigen Tifelchen. 

Die Umscheidung ergab in 65°/, Ausbeute stabchen- und 
siulenférmige Krystalle — #,-Formen — und iiberdies alle még- 
lichen, gut ausgebildeten #,-Formen, deren Ausléschungsrichtung 
einwandfrei parallel war; die Umscheidung der zweiten Krystal- 
lisationsfraktion, die sich optisch und morphologisch von der 
ersten nicht unterschied, ergab diinne, stabchen- und nadelférmige 
Krystalle, die zu biischel-, stern- und garbenartigen Aggregaten 
gruppiert waren; an geeigneten, sowie an freien Individuen wurde 
optisch die Zugehirigkeit zu der $-Modifikation festgestellt. Uber- 
dies waren Sphiroide zahlreich vorhanden. 


Den obigen Ausfiihrungen gemiB ist das Priparat analog vielleicht 
als §-Metahiimin zu bezeichnen, obgleich hier nicht ein durchaus einheit- 
liches Priiparat vorliegt. Dies ist wohl von der Art und Dauer der 
Laugenwirkung auf das Blut in erster Linie abhiingig. Der Einwand der 
Mischkrystallisation bei der Umscheidung ist nicht genug beweiskriftig, da 





1) Diese Z. SO, 37 (1912). 
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die 6-Form, die durch parallele Ausléschung charakterisiert wird, bevor nur 
einen unbedeutenden Anteil ausmachte. 


Ig. Ein katahimoglobinhaltiges Priiparat wurde in der von 
A. Hamsik?) angegebenen Weise aus dem Pferdeblut dargestellt. 


II. Darstellung der Protoporphyrinpraparate. 


IIa. 1.7) Die Wahl zwischen den Hamsikschen Modifikationen 
der Methode, die von H. Fischer und B. Piitzer zur Darstellung des 
Protoporphyrins mittels Ameisensiiure und Eisen ausgearbeitet wurde, ist 
je nach dem Alter des Oxyhiimins zu treffen.*) Das native, aktive bzw. 
reaktivierte Oxyhiimin 14Bt sich in der Siedehitze enteisen, wogegen das 
gealterte, inaktive Oxyhiimin, bei dem die Formylhiiminprobe negatiy aus- 
fillt, in der Kilte enteisent werden muBb. 

Die aus Pyridin—Wasser ausgeschiedenen Krystalle zeigen 
die anfangs beschriebenen krystallographischen EKigenschaften. 
(Die Wahl der Modifikation der Enteisenung fiihrt keine Ande- 


rung der Eigenschaften des Porphyrins herbei.) 


IIa. 2. 1g Oxyhimin wurde in Befolgung der von A. Hamsik 
modifizierten Methode*) von A. Papendieck und K. Bonath®) 
mit 15 ccm 50°/,igem Hydrazinhydrat versetzt, verrieben und 
sodann in 11/, Liter Kisessig gelést. Binnen vier Tagen wurden 
noch in kleinen Portionen insgesamt 10 ccm Hydrazinhydrat 
zugesetzt. Das in iblicher Weise isolierte Porphyrin wurde aus 
Pyridin—Wasser mit 37°/, Ausbeute krystallisiert. Diese Krystal- 
jisation unterschied sich von der bevorstehenden nur durch den 
nicht vollauf zufriedenstellenden Reinheitsgrad und deswegen 


wurden — gema&B den Kriterien von A. Treibs und EK. Wiede- 

6 . d = . . 7 bs . Se - 
mann ®) 0,3 g wiederum aus Pyridin—Wasser umkrystallisiert. 
Dieses einwandfreie Praparat — etwa 0,12 g — wies dieselben 


krystallographischen Higenschaften auf. 

IIb. Das entsprechende Oxyhiimin wurde nach der Methode 
von A. Hamsik*) mit Stannochlorid im salzsiurehaltigen Aceton 
enteisent. Es war ebenso dasselbe, parallel ausléschende Por- 
phyrin erhalten. 





1) Diese Z. 186, 264 (IA, 2b) (1930). 

*) Das eisenhaltige Ausgangsmaterial, das zur Porphyrindarstellung 
diente, wird durch die kleinen Buchstaben eindeutig bestimmt. 

3) Diese Z. 183, 103, 269 (1929); Spisy lék. fakulty v Brné VIT, 123 (1929). 

4) Hamsik, Diese Z. 180, 312 (1929). 

) am 0. 

*) Liebigs Ann, 471, 146 (1929). 
7) Diese Z. 156, 218 (1926). 
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IIc. 1. 1 g des umgeschiedenen Schalfejeffschen Himins 
wurde unter genauer Kinhaltung der Vorschrift von H. Fischer 
und B. Pitzer enteisent. Die Ausbeute an krystallisiertem Por- 
phyrin betrug 50°/,. 

IIc. 2. Die Reaktionszeit von 40 Minuten ist fiir 1 g guten Himin- 
priiparates gerade noch die Grenzzeit, wo man noch Fischers Porphyrin 
erhalten kann. Wenn man diese auf 50 Minuten verlingert, indem man 
z. b. die Zeitabstiinde, in denen das Eisen zugefiigt wird, von 5 auf 7 Mi- 
nuten vergréBert, so entsteht bereits das Hamsiksche Porphyrin. Aus 1 ¢ 
Himin erhielt man so 0,75 g Rohporphyrin, das aus Pyridin- Wasser krystal- 
lisiert, 0,3g Porphyrin ergab. Aus dem gewaschenen und getrockneten Eisen- 
riickstand kénnte man nach Umscheidung des Pyridin-Chloroform-Auszuges 
noch 50mg Himin, das aus «,- und o,-Formen bestand, zuriickgewinnen. 

IIc. 3. 0,5 g Hiimin wurde gleich wie in IIc, 2 enteisent, 
aber die Temperatur des im Olbad erhitzten Reaktionsgemisches 
lieB man nicht tiber 100° steigen. Die Ausbeute an krystal- 
lisierten Porphyrin betrug 30°/,. 

IIc. 4. 0,45 g Himin unterzog man wihrend 15 Minuten 
der Enteisenung; das Eisen wurde in die siedende Ameisensiure 
in 2'/, Minuten Abstinden in sechs Portionen zu 80 mg ein- 
getragen. Das Rohporphyrin — 0,17 g — wurde in Pyridin- 
Chloroform (1: 2—3) gelést und die Lisung unter verminderten 
Druck derart abgedampft, dab am Boden eingedickte Fliissig- 
keit, um die ringsum sich an der GefaBwand ein dicker Belag 
ausgeschieden hat, iibrigblieb. Die abgetrennte Krystallisation 
dieser Fliissigkeit lieferte iiber 20 mg Hamsiks Porphyrin, die- 
jenige des Belages, die durch Zusatz des pyridinhaltigen Wassers 
bewirkt wurde, ergab titber 70mg Fischers Porphyrin. Aus dem 
Eisenriickstand gewann man noch 125mg e-Himin zuriick. 

Die Krystallisation des ,,Belages“ zeigte — gleich wie in 
den obigen drei Versuchen — dieselben morphologischen Formen, 
aber manche hiervon wurden durch die zur langeren Kante im 
Winkel von 34° stehende Ausléschungsrichtung ausgezeichnet. 
Die an der Luft eingetrocknete Lésung wurde nochmals gelést 
und krystallisiert; unter dieser Krystallisation waren jetzt keine 
schiefausléschende Individuen zu finden. 

Sonst ist zu den krystallographischen Kigenschaften der 
unter IIc dargestellten Porphyrine nichts neues zu bemerken. 

50 mg dieses Fischerschen Porphyrins wurden in Pyridin— 
Chloroform (0,5:1,5) gelést und die Lésung in 5 ccm der mit 
Kochsalz gesittigten Essigsiure, welche 0,5 ccm der 1°/, Hisen 
enthaltende Essigsiure und 0,005 ccm konzentrierte Salzsaure 
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enthielt, hineintiltriert.') Es schieden sich fast augenblicklich 
schéne, rot schimmernde Krystalle des «-Protoporphyrins, die 
ungefahr bei 80° wieder in Lisung gingen. Es sind angeniihert 
vierseitige Tiifelchen, deren gegeniiberliegende EKcken parallel ab- 
geschnitten sind, spirlicher Krystalle von der bekannten Teich- 
mannschen Form. Vgl. Fig. 5 auf Taf. I und Fig. 4. 

Die Ausléschungsrichtung steht zu der liinger ausgebildeten 
Kante im Winkel von 34° Pleochroismus ist in der diagonalen 
Richtung r6étlich-dunkelbraun, senkrecht hierzu hellockergelb. 
Diese Krystalle, welche dem Habitus nach monoklinisch sind, 
zeigen im polarisierten Licht ein prichtiges Farbenspiel. 

Itd. 1. 0,5g Himin, das aus Oxyhimin dargestellt wurde, 
unterzog man wihrend 40 Minuten —- also unter genauer Ein- 
haltung der zitierten Vorschrift — der Enteisenung. Das Roh- 
porphyrin, das mit 75°/, Ausbeute gewonnen wurde, ergab bei der 
Krystallisation 20 mg (40°/,) Hamsiks Porphyrin. 15 mg lieferten 
bei der Umkrystallisation 10 mg Porphyrin, das sich bei der Kisen- 
einfihrung wiederum als Hamsiks Protoporphyrin erwies. 


IId. 2. Beim Nachahmen des Versuches IIc, 4 wurde 0,5 g 
Hiimin wihrend 17 Minuten in der Siedehitze enteisent. Das Roh- 
porphyrin — 250 mg — wurde gelést und die abgedampfte Lé- 
sung auf dieselbe Weise wie vorher in die weniger und mehr 
lésliche Fraktion geteilt. Die mehr lésliche Fraktion ergab 90 mg 
Hamsiks Porphyrin, die weniger lésliche Fraktion ebenso etwa 
90mg Fischers Porphyrin. Aus dem KEisenriickstand wurden 
etwa 80mg «-Himin zuriickgewonnen. 

Wenn die Lésung des Fischerschen Protoporphyrins in 
Pyridin—Chloroform in die gesalzene und eisenchloridhaltige Essig- 
siure unter denselben Volumverhiltnissen wie sub IIc, 4 ein- 
gegossen wurde, krystallisierte ebenso das «-Protoporphyrin von 
denselben krystallographischen Eigenschaften aus. 


IIe. 1. 1g @-Metahimin wurde mit 50 ccm 95°/, iger Ameisen- 
siure tibergossen und im Olbade auf 70° erhitzt; sobald diese 
Temperatur, auf der das Reaktionsgemisch dann wiihrend einer 
Stunde konstant gehalten wurde, erreicht war, setzte man etwa 
0,17 g Eisenpulver zu und wiederholte dreimal diese Zugabe in 
lominutigen Abstinden. Am SchluB8 der Stunde, da die Por- 
phyrinbildung recht gering war, wurde zur Siedehitze erhitzt und 
) Von der Krystallisation aus Pyridin-Eisessig ist dieses Verfahren 
wahrscheinlich nicht zu verschieden. 
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in 5minutigen Zeitspannen viermal je 0,17g Eisen hinzugefiigt. 
Nach 80 Minuten — von Anfang des Siedens gerechnet — wurde 
die Reaktion in iiblicher Weise unterbrochen. Die Ausbeute ay 
krystallisiertem Porphyrin betrug etwa 0,4 g. Krystallographisc)) 
war es das parallel ausléschende Porphyrin. 

Aus dem KEisenriickstand hatte man ein Himin gewounen, 
daB der Form nach als f-Himin geschiitzt werden konnte (es 
waren ziemlich lange sechsseitige Tafelchen und gut ausgebildete, 
hier und da eckige Wetzsteinformen), aber durch die optisclic 
Bestimmung einwandfrei als «-Modifikation identifiziert wurde. 

Ile. 2. 0,5 g e-Metahimin wurden mit 0,5 g EKisenpulver und 
50 com 80°/,iger Ameisensiure versetzt und bei 80° wahrend 
8O Minuten erwirmt. Aus dem auf tiblichem Wege isolierten 
Robporphyrin (0,38 g) gewann man 0,23 g krystallisiertes Porphyrin, 
das neben den gewodhnlichen, parallel ausléschenden Krystallen 
spirlich Krystalle zeigte, die durch ihre Gré8e, rétlichen Stich 
und die zu der krystallographischen Kante im Winkel von 34° 
stehende Ausléschungsrichtung ausgezeichnet waren. Es waren 
Tafeln und dicke Wetzsteine, deren zwei gegeniiberliegende, unter- 
einander parallele Kanten ziemlich gut angedeutet waren. In 
der Hauptsache befanden sich im Priaparat regelmaBige durch- 
sichtige Kiigelchen, von denen manche spitzen- und stibchenartig 
ausliefen. Kine Trennung in zwei Fraktionen gelang nicht, wahrschein- 
lich deswegen, daB die «-Fraktion einen zu kleinen Teil ausmachte. 
Kin Teil des Porphyrins wurde umkrystallisiert (aus Pyridin— Wasser): 
die a-Formen sind nicht mehr wiedergefunden worden. 

Ile. 3. 0,5 g @-Metahimin wurden mit 0,25 g Eisen und 
60 ccm 80°/,iger Ameisensiiure versetzt und bei der Zimmer- 
temperatur 2 Tage stehen gelassen; nach diesen 2 Tagen wurden 
nochmals 0,25 g Eisen zugegeben und nach weiteren 2 Tagen 
wurde die Reaktion unterbrochen. Aus 0,1 g Rohporphyrin ge- 
wann man 50 mg parallel ausléschendes Porphyrin. 

Der eisenhaltige Riickstand wurde mit 50 ccm 80°) iger 
Ameisensiure iibergossen, auf 80° erwirmt und unter allmih- 
licher Zugabe von 0,8 g Eisenpulver waihrend 60 Minuten der 
Enteisenung unterzogen. Auf diesem Wege bercitete man aus 
0,15 g Rohporphyrin 50 mg krystallisiertes, parallel ausléschendes 
Porphyrin. 

Aus dem gewaschenen und getrockneten Kisenriickstand dieser 
letzten Verarbeitung konnte man mittels des Pyridin-Chloroform- 
Auszuges noch 50 mg ¢-Himin darstellen. 
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Ilf. 0,5 g 8-Hamin wurden mit 25 cem 95°/, iger Ameisen- 
siure erhitzt und sodann mit 0,5g Eisen, das in drei Portionen 
zugegeben wurde, addiert. Nach 8 Minuten wurde die Reaktion 
unterbrochen. 0,3 g Rohporphyrin, das durch seinen rotbraunen 
Ton auffiel, lieferte etwa 0,15 g krystallisiertes Porphyrin; es waren 
stiibehenartige Formen, von denen bei manchen die kiirzeren 
Kanten schrig abgeschnitten waren (l'eichmannsche Form) und 
abgerundete Wetzsteinformen. Optisch war es das parallel aus- 
léschende Porphyrin. 

Die Enteisenungszeit wurde kiirzer gewahlt, da das #-Hiimin 
sich in der Ameisensiure augenscheinlich leichter als das 
v-Himin léste. 


IIg. 1. Durch Gefalligkeit des Prof. A. Hamsik erhielt ich 0,06 g 
Porphyrin, das er direkt aus dem Blutpulver mit seiner Methode (Stanno- 
chlorid im salzsiiurehaltigen Aceton) darstellte. 

IIg. 2. AuBerdem erhielt ich noch 30 mg Porphyrin, das er mittels 
Ameisensiiure und Eisen aus dem kathimoglobinhaltigen Koagulum dar- 
stellte.!) Das Priaiparat bestand aus Krystallen, wie sie von Il. Fischer 
und B. Pitzer abgebildet sind und die durch ihre Ausléschungsrichtung 
und Dichroismus als §-Modifikation erkannt wurden. 


III. Darstellung der Protohamine. 

Illa. 1.7) 

A. 0,1 g rekrystallisiertes Protoporphyrin wurde in dem Ge- 
misch von 1 cem Pyridin und 3 ccm Chloroform gelést und in 
10 ccm KHisessig, der mit Kochsalz gesittigt und von 1 ccm 
1,01°/,iger EKisenlésung und 0,01 ccm konzentrierter Salzsiure 
addiert wurde, eingetragen. Sodann wurde zum Sieden erhitzt 
und — laut Vorschrift von H. Fischer und B. Pitzer — durch 
Zusatz von festem Natriumacetat abgestumpft. Es schieden sich 
fast sogleich Sphiroide ab, die nach 2 Tagen auf das Filter gebracht, 
mit Kisessig, verdiinnter Essigsiure und Wasser gewaschen und 
an der Luft getrocknet wurden. Die Ausbeute am Protohimin, 
dessen Form bei Himin als f-Modifikation gilt, betrug 50 mg. 
Die Rekrystallisation von 30mg — nach W. Kiisters Vorschrift 
durchgefiihrt — ergab staibchen- und nadelférmige Krystalle, die 
sternartig gruppiert waren und iiberwiegend feinspitzig ausliefen. 
Vel. Fig. 6 auf Tafel I. Die Ausléschungsrichtung war mit der 
lingeren Kante parallel. Weiter wurden 15 mg aus denselben 


1) A. Hamsik, Diese Z. 186, 270, Absatz C (1929). 
2) Das Porphyrin ist durch die korrespondierende Bezeichnung mit 
Buchstabe und Zahl eindeutig bestimmt. 


= 
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Volumina — also aus zweifachen Fliissigkeitsmengen, als die Vor- 
schrift lautet — umkrystallisiert; die Krystallisation war morpho- 
logisch nicht einheitlich, sie bestand aus parallel ausléschenden 
diinnen Stabchen und Sphiroiden mit und ohne deutlichere Struktur. 

B. Derselbe Versuch unter anderen T’emperaturbedingungen: 
das Reaktionsgemisch wurde kurz bei 100° erhitzt. Die mit 
70°/,iger Ausbeute gewonnene Krystallisation sowie auch die 
Rekrystallisation bestand aus Nadeln, die sehr hiutig zu Doppel- 
besen, Garben und stacheligen Kiigelchen gruppiert waren. Die 
Auslischungsrichtung wie vorhergehend. (Vgl. Fig.7 auf Tafel 1.) 

(.. Der vorhergehende Versuch wurde bei 90° wiederholt. 
Die Fliissigkeit behielt trotz des Abstumpfens einen rotvioletten 
‘l'on (obgleich die spektroskopische Priifung Himatinbildung zeigte’. 
Die Krystalle — es waren /,-Formen, darunter meistens Kiigel- 
chen —- wurden auf dem Filter mit Eisessig — wie iiblich — 
gewaschen; da sich die Waschfliissigkeit sowie der Filterriick- 
stand hierbei auffallend rot fiirbten, wurde mit EKisessig so lange 
gewaschen, bis der Filterriickstaud rein rot wurde und reines 
Porphyrinspektrum ergab. Mit Wasser gewaschen und an der 
Luft getrocknet betrug er 70 mg, die aus Pyridin—Wasser krystal- 
lisiert etwa 60 mg parallel ausléschendes Porphyrin leferten. 

Das Filtrat, welches frei von Waschfliissigkeiten war, wurde 
einigemal mit Wasser verdiinnt. Der entstandene Niederschlag 
wurde gewaschen, getrocknet und nach Kister krystallisiert; es 
schieden sich nach einigen Tagen Wetzsteine mit scharfen Gipfeln, 
die gréBtenteils sternartig gruppiert waren. Die Wetzsteinformen 
um ihre lingere Achse um 90° umgedreht, bildeteten Stibchen 
(schmale Rechtecke), wie man an Praparaten mit geniigend Mutter- 
lauge beobachten kénnte. Die Ausléschungsrichtung war parallel 
sowohl mit der Kérperachse der Wetzsteinform wie auch mit der 
Kkante des Stiibchens. 

D. In diesem Versuch wurde 0,1 g Protoporphyrin gemiib 
der Vorschrift von H. Fischer und B. Pitzer direkt in 10 ccm 
Kisessig, dem 1 ccm der 1°/, igen Eisenlésung und 0,01 ccm 
konzentrierte Salzsiure zugefiigt wurden, in Lésung gebracht. 
Das Reaktionsgemisch wurde etwa 3 Minuten im Olbade gekocht 
und mit Natriumacetat abgestumpft. Es schieden sich gegeu 
20 mg Sphiroide aus, die sich bei der Rekrystallisation wieder- 
holten und an begleitenden (,-Formen als $-Modifikationen iden- 
tifizieren lieBen. 

AufGrund mehrerer dergieichen Versuche ]aBt sich feststellen, 
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daB die Ausbeute an f-Protohiimin bei dieser Arbeitsweise um 
20°/, schwankt; sie wurde zwar einmal 75°/, grob, dies war aber 
durch die mitgerissenen Pseudoformen verursacht. ') 

Durch eventuell wiederholte Umkrystallisation lieB sich die 
3-Modifikation von ihnen befreien. Wenn man das Reaktions- 
cemisch mehrere Minuten unter der Siedetemperatur erhitzt (etwa 
10 Minuten bei 105°), so wird die Ausbeute mindestens zweimal 
groBer und das Krystallbild deutlicher. Am gréBten wird sie 
iedoch, wenn man das Porphyrin, in Pyridin—Chloroform geldst, 
in den eisenhaltigen und mit Kochsalz gesiittigten Kisessig ein- 
triigt und sodann das Hisen einfiihrt (vgl. Versuch A). 

EK. Um nun die @-Form im Hamsikschen Porphyrin nach- 
weisen zu kénnen, wurde die der Ausbeute von /-Modifikation 
ungiinstige Arbeitsweise angewenilet. 

0,1 g fein gepulvertes Porphyrin wurde wie im Versuch D in 
Lésung gebracht, diese dann aufgekocht und nach Zusatz von 
einem Tropfen konzentrierter Salzsiure nochmals aufgekocht und 
abgestumpft. Der aus Sphiiroiden bestehende Filterriickstand 
wurde nach zweimaligem Waschen mit Eisessig und verdiinnter 
Kssigsiure, dann lange mit warmen Wasser gewaschen, womit man 
lie Zerstérung des #-Protohimins zu bewirken trachtete. Die 
Ausbeute von 380 mg versuchte man im Gemisch von 0,15 ccm 
Pyridin und 1,5 ccm Chioroform — also laut Kiisters Vorschritt — 
zu lésen; es blieben ungefahr 15 mg ungeldst, die sich auch nicht 
mit neuem Zusatz des Gemisches in Lésung bringen lieBen. Der 
Pyridin—Chloroform-Auszug ergab aus dem_ vorschriftsmibigen 
Krystallisationsmedium das a-Protohimin, das in der Beilage 
abgebildet ist, wenn auch in recht winziger Menge (Fig. 8 auf 
Tafel I). 

Es ist kein dringender Grund anzunehmen, dab bei der 
Reaktion eine reversible, wenn auch geringe Umwandlung der 
3-Modifikation in @ stattgefunden hat. 





1) Um einem MiSverstindnis vorzubeugen, soll hinzugefiigt werden, daB 
die Pseudoform o,, welche die krystallographische Alteration der «-Modi- 
fikation hervorheben soll, ihren Grund in der Beimischung der §-Modifikation 
oder der Pseudomodifikation hat. Die Pseudomodifikation bedeutet  be- 
kanntlich eine tiefe Verinderung des Molekiiles, die wahrscheinlich im 
Sinne der Zerstérung geht. Die «, Formen waren in den letzten Krystall- 
iraktionen der Mutterlangen, die bei der Schalfejeffschen Himindarstellung 
nach Absonderung der ersten Krystallfraktion wihrend mehrerer Tage be- 
obachtet wurden. Demgemiif sind es Mischkrystalle, die gewissermaBen 
den Habitus der a-Modifikaltion behalten. 
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IIfa. 2. Das krystallisierte sowie das umkrystallisierte Por. 
phyrin lieferte bei der Kiseneinfiihrung, die ohne Umweg iiber 
die Pyridin—Chloroform-Lésung des Porphyrins durchgefiihrt 
wurde, die #-Modifikation des Protohimins, die sich bei der 
Umkrystallisation in f,-Form wiederfand. 

A. 50 mg umkrystallisiertes Porphyrin wurden direkt in 
Kisessiglésung der Kisenung durch 3 minutiges Kochen unterzogen. 
Die Ausbeute am (-Protohimin betrug etwa 10 mg. 

B. Die Eisenung der gleichen Menge des umkrystallisierten 
Porphyrins wurde gleich wie im Versuch IIIa 1 A durchgefiihrt. 
Die Krystallisation, die iiber 25 mg betrug, bestand aus Kiigelchen, 
stacheligen Kiigelchen, sechsseitigen Tiifelchen und abgerundeten 
Wetzsteinen, die sich bei der Umkrystallisation in reinerem Bilde 
wiederholten und sich als $-Modifikation identifizieren lieBen. 

IiItb. 0,1 g Porphyrin, das mittels der Methode von A. Ham- 
sik dargestellt wurde, ergab bei der Eisenung im Hisessig die 
(-Modifikation, die sich bei der Umkrystallisation als /,-orm 
wiederfand. 

IIIc. 1. A. 0,1 g Porphyrin, das aus dem Schalfejeffschen 
Himin dargestellt wurde, ergab bei der Eisenung im Eisessig 
50 mg a@-Protohimin. Die niedrigere Ausbeute als die von 
H. Fischer und B. Piitzer angegebene ist der verhiltnismiibig 
groBen Beimischung von #-Protoporphyrin zuzuschreiben. 

B. 0,1 g Porphyrin wurde in Pyridin—Chloroform (1:3 ccm 
gelést und in eisenchloridhaltigen mit Kochsalz gesittigten und 
mit 0,01 ccm konzentrierter HCl versetzten Hisessig eingetragen. 
Das Reaktionsgemisch wurde sodann einige Minuten bei 100” 
erhitzt und abgestumpft. Die Krystallisation — 60 mg — bestand 
aus kurzen rhombischen Tiifelchen, deren zwei gegeniiberliegenie 
Kanten immer korrodiert waren und aus @,-Form; tiberdies be- 
obachtete man weniger zahlreiche schmale, parallel ausléschende 
Stiibchen und scharfe Wetzsteine der £-Moditikation und schlieBlich 
die optisch uneinheitliche dicke Wetzsteinform mit Sanduhr- 
struktur. Die Rekrystallisation lieferte die @,-Form; in einer 
spiteren Krystallfraktion waren gut ausgebildete Teichmannsche 
Formen von sonderbarem optischen Verhalten zu finden; die Aus- 
lischungsrichtung ist mit der lingeren Kante parallel, zu der 
kiirzeren steht sie im Winkel von 34°. Pleochroismus: paralle! 
mit der Linge tief braunschwarz, senkrecht hierzu hellockerbraun, 
an diinnen Krystallen hellockergelb. Wir bezeichnen diese Form 
als entlang des kiirzeren parallel auslischenden Kantenpaares 
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verlingerte a-Form. Uberdies beobachtete man iihnliche Krystalle 
und runde Wetzsteinformen, an denen diesbeziigliche Entscheidung 


or- echeapie : 
iia nicht mehr zu treffen war und die zu der #-Modifikation gezihlt 
hit werden miissen, da ihre Ausléschungsrichtung mit der Kéorper- 


= achse parallel ist. Die Mutterlauge blieb ja recht verfirbt, wie 
2 hei der @-Modifikation iblich ist. 

C. 1. 0,1g Porphyrin wurde in Pyridin—Chloroform-Lésung 
ungefiihe 30 Stunden stehen gelassen. Bei dem Filtrieren blieben 
auf dem Filter 40 mg Riickstand, der sich in dem lésendem Ge- 
misch nicht aufléste. 


fen ” i : esr 

ot Die Eisenung geschah wie vorhergehend, nur die Erhitzungs- 
l. be : y ‘ r 

las dauer wurde auf 10 Minuten verlingert. Die Krystallisation be- 


stand aus «,-Formen, weiter aus Nadeln und deren Drusen, 
de schmalen, langen und hellen Stiibchen und seltenen groBen Siiulchen; 
iiberdies aus vielen, nicht zu regelmiBigen kugeligen und tief 
verfarbten Gebilden. Optisch wurde die /-Moditikation fest- 
cestellt, die e-Modifikation wahrscheinlich gemacht. Die Ausbeute 


a war 40 mg, auf das geléste Porphyrin umgerechnet also 70°/,. 

Die Umkrystallisation war aber morphologisch und optisch ein- 
= heitlich, sie wurde durch @,-Form und deren Bruchstiicke ge- 
: bildet. Es waren gut 80°/, zuriickgewonnen, die Mutterlauge 


blieb recht schwach verfirbt, so daB an Riickbleiben der 8-Modi- 

™ fikation in Lésung nicht zu denken ist, um so mehr, da sie vor 
der Umkrystallisation des Priiparates durchaus nicht den kleineren 
Teil auszumachen schien. 

sik Die Erklairung ist in der Mischkrystallisation zu suchen; 

fiir die eventuelle Umwandlung der f-Modifikation hat sich in 

dieser Arbeit kein dringender Grund ergeben. 

wil Der Niederschlag, den man aus der Mutterlauge der zweiten 


ae Krystallisation durch Verdiinnen und Aussalzen zu gewinnen 
™ versuchte, war zu geringfiigig um dessen Umkrystallisation an- 
do stellen zu k6énnen. 

ich IIIc. 2. Die Eisenung des unter IIc 2 dargestellten Por- 
“I phyrines, die im Kisessig durch 3 minutiges Kochen durchgefiihrt 
oa wurde, lieferte einheitlich die (-Modifikation des Protohimins, 
hn die durch Umkrystallisation verifiziert wurde. Dieser Versuch 
” beweist den eingreifenden EinfluB der angewandten Enteisenungs- 
ee methode auch auf verhaltnismibig widerstandsfihige Priparate. 
lel IIIc. 38. Die Darstellung des korrespondierenden Porphyrins 


unter der Siedehitze verhinderte nicht seine Umwandlung, falls 
es verhiltnismiBig lingere Zeit der Kinwirkung der Ameisensiure 
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susgesetzt wurde. Es licferte nimlich das 3-Protohimin (20°), 
das sich bei der Umkrystallisation wieder ausschied. 

Ile. 4, 20 mg Porphyrin von der léslicheren Fraktion er- 
gaben nach der Kisenung die -Moditikation des Protohiimins 
in 9,-Form; 20 mg der weniger léslichen Fraktion lieferten unter 
denselben Verhiltnissen die ¢-Modifikation in ¢,- und @,-Formen 
und iiberdies einige stabchenartige, tiefverfirbte Krystalle, iiber 
deren Zugehorigkeit man nicht entscheiden konnte. Bei der Um- 
krystallisation wiederholten sich in beiden Fallen die entsprechenden 
Formen und wurden wiederholt optisch sichergestellt. 

IIle. 5. 0,5 g Himin wurden in der Siedehitze wiihrend 
40 Minuten enteisent; die Ausbeute am_parallelausléschenden 
Porphyrin betrug iiber 150 mg. Die Kiseneinfithrung wurde in drei 
Versuchen unter wechselnder Kochsalzkonzentration durchgefiilirt. 
Nach der Kisenung im Kisessig, der auf 10 ccm 1 ccm 1°/,iger 
Eisenlisung und 0,01 ecm konzentrierte HC] enthielt, bestand die 
Krystallisation aus schénen Kiigelchen, die sich bei der Um- 
krystallisation als stachelige und teilweise langspitzig auslaufende 
Kiigelchen wiederfanden. Wenn man den mit Kochsalz ge- 
siittigten Eisessig anwendete und sonst die Bedingungen gleich- 
hielt, so schieden sich groBe Krystalle von der Form eines an- 
nihernd gleichseitigen Parallelogrammes, deren Ausléschungs- 
richtung zu der gut ausgebildeten Kante im Winkel von ungefihr 
30° steht; der Winkel war nie gréer als 30°. Uber Nacht 
schieden sich die garben- und doppelbesenartigen Aggregate der 
3-Moditikation aus. Die Umkrystallisation, obgleich die 6-Modi- 
tikation nur etwa den gleichen ‘l’eil ausmachte, ergab aber ein- 
heitlich die §-Formen. Man kann hier wohl ein £-Metaproto- 
hiimin in Erwiigung ziehen, aber als Grund die Mischkrystalli- 
sation erscheint plausibler. Im dritten Versuch wurde das Kochsalz 
im UberschuB zugesetzt und sonst gleich verfahren; man erhielt 
auf diese Weise ausschlieBlich die ?-Modifikation. 

Diese Versuche bezeugen deutlich bei diesem Porphyrin 
den Einflu’ der Krystallisationsbedingungen auf die Form der 
Krystalle. 

IIId. 1. Das korrespondierende krystallisierte, sowie um- 
krystallisierte Porphyrin ergab nach der Kisenung Stibchen und 
Sphiroide der 3-Modifikation, die sich bei der Umscheidung 
wiederholten. 

I1Id. 2. Aus dem von der léslicheren Fraktion gewonnenen 
Porphyrin wurde durch Eisenung das #-Protohiimin dargestellt, 
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das sich bei der Umscheidung in Form von langen, meist stern- 
artig gruppierten Stibchen und Nadeln wiederholte. 

Porphyrin von der weniger léslichen Fraktion ergab auf dem- 
selben Wege meistens aber «-Formen vom ebenen Begrenzungs- 
winkel etwa 30—40°, zu denen sich am anderen age die typi- 
schen Doppelbesenformen der #-Moditikation zugesellten. Die 
Umscheidung lieferte auBer dem Hauptteile der a-Formen auch 
die entlang des parallel ausléschenden Kantenpaares verliingerte 
a-Formen, Sphiroide und tief verfarbte Krystalle, die der opti- 
schen Nachforschung unzuginglich waren. 

Wenn man dem weniger léslichen Porphyrin etwas des lis- 
licheren zufiigte und nachher das Eisen einfiihrte, so bestand die 
Krystallisation auBer den seltenen «,- und #,-Formen aus aller- 
méglichen Formen, die man morphologisch als ?-Formen auffabt 
und die man gréBtenteils auch als solche optisch sicherstellen 
konnte. Bei der Rekrystallisation schieden sich 7,-Formen und deren 
Aggregate und iiberdies nicht zu zahlreiche, entlang des parallel 
ausléschenden Paares verliingerte (,,verkehrten“) @-Formen ab. 

Ille und IlIf. Aus den korrespondierenden sub Ile und IIf 
beschriebenen Porphyrinen wurde immer das /-Protohiimin er- 
halten, das bei der Umkrystallisation wiedergefunden wurde. 

IIiIg. Dasselbe gilt fiir die direkt aus den Blutpulvern dar- 
gestellten Protoporphyrine, obgleich der schiitzende EinfluB der 
Begleitstoffe eine gewissermaBen berechtigte Hoffnung erweckte, 
daB wenigstens Fischers Porphyrin erhalten wird. 

Ks soll noch hinzugefiigt werden, daB bei der Kisenung, wo 
nicht eine nahere Angabe stattfindet, regelmibig der LHisessig, 
der auf 10 ccm 1 ccm der 1,0°/,igen Fe"-Lésung und 0,01 ccm 
konzentrierte HCl enthielt, angewandt wurde und die Eisenung 
durch kurzes Kochen und Abstumpfen vollzogen wurde. 


Diskussion. 


Fiir die vorliegenden Modifikationen der Protoporphyrine 
liegen zwei Formulierungsmdglichkeiten vor: die von W. Kiister'), 
wo bei der «-Modifikation die beiden Carboxyle frei sind, bei 
der §-Moditikation dagegen eines derselben mit dem Pyrrolstick- 
stoff betainartig gebunden ist; dann die dfters von H. Fischer 
und seinen Mitarbeitern?) hervorgehobene allgemeine Isomerie der 


1) Diese Zs. 109, 117 (1920). 
*) Liebigs Ann. 461, 221 (1928). 
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Porphyrine, die durch gegenseitige Stellung der basischen Stick- 
stoffe bedingt ist. Ausschlaggebend fiir die Kiistersche An- 
schauung wird das Studium der Ester (der beiden Porphyrine) und 
deren Kisenkomplexsalze sein, woriiber wir demnichst zu berichten 
beabsichtigen. Da H. Fischer und seine Mitarbeiter die £-Modi- 
fikation des Protohimins aus synthetischen Porphyrinen wahr- 
scheinlich dargestellt haben’), werden sie wohl tiber den Verlaut! 
des konjugierten cyclischeu Systemes die Entscheidung treffen. 

Was die Beziehung des Hiimins zum Metahimin betrifft, so 
nehmen wir — abgesehen vom Vorhandensein des Aceton — an, da8 
die Orientierung von Elektronengruppierungen bzw. die Rauni- 
orientierung der Ebenen mit der Beanspruchnahme der sechsten, 
freien Koordinationsstelle des Kisens Hand in Hand geht; wir 
nehmen an, daB im Hamin hierdurch ein héherer Absiittigungs- 
grad erzielt wurde. Ungeachtet aber der Komplexbildung findet 
wohl auch die Umorientierung statt; in dieser Beziehung scheint 
das von H. Fischer und F. Lindner dargestellte und von Stein- 
metz beschriebene Ooporphyrin die native Form vorzustellen. 
Griinde hierfiir sind die folgenden: Das Porphyrin kommt in der 
Natur frei vor und ist von den Autoren ahnlich wie die Kopro- 
porphyrine’) ohne grébere Eingriffe, besonders ohne Erhitzung 
isoliert worden. Die Ausléschungsschiefe betrigt ungefihr 42°, 
was ja auffallenderweise mit der Ausléschungsschiefe des a-Meta- 
himins stimmt. Neben den Verschiedenheiten der Ausléschungs- 
schiefen (42°, 34°), die nur durch verschiedene krystallographische 
Ausbildungsweise bedingt werden sollen®’), ist hierorts aber noch 
die Verschiedenheit von Dichroismus hervorzuheben, so daB man 
an die enantiotrope Umwandlung der metastabilen Form 42° in 
die stabile denken kénnte. Demzufolge kénnte man das Oopor- 
phyrin als @-Metaprotoporphyrin auffassen. Wie das Beispiel 
Fischers Porphyrin zeigt, kann das klare Bild der krystallo- 
graphischen Eigenschaften durch die Beimischung der anderen 
Form verdeckt werden. 

Was die Wertigkeit des Kisens in der Muttersubstanz an- 
belangt, so soll zu dem Befunde von F. Haurowitz*), der die 


!) H. Fischer u. K. Zeile, a.a. O. 

*) H. Fischer, H. Hilmer, F. Lindner u. B. Piitzer, Diese Z. 150, 
44 (1925). 

) H. Fischer u. R. Miiller, Diese Z. 142, 120 (1925) — Krystallo 
graphische Untersuchung von Hrn. Prof. Steinmetz 137, 137 (1925). 

*) Diese Z. 169, 31 (1927). 
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Zweiwertigkeit wahrscheinlich machte, noch bemerkt werden, dab 
das zweiwertige Eisen durch seinen komplexchemischen Aufbau 
eine abgeschlossene Elektronenfiguration erreicht. Diese Kon- 
figuration, welche durch die in der natiirlichen Folge der Ele- 
mente herausgebildete und stabilisierte gekoppelte Zweierschale ') 
ausgezeichnet ist, wird durch die Beanspruchnahme der freien 
sechsten Koordinationsstelle zur edelgasihnlichen Kontiguration 
(Kr) aufgebaut. 


Zusammenfassung. 


1. Man mu& zwischen den morphologisch und optisch gleichen 
Protoporphyrinen je nach dem Ergebnis der Kiseneinfiihrung unter- 
scheiden: Fischers Porphyrin ist das, welches in der Haupt- 
sache das a@-Protohiimin liefert, Hamsiks Porphyrin dann jenes, 
welches fast ausschlieBlich das #-Protohamin gibt. 

2. Die Ursache hegt in der verschiedenen Empfindlichkeit 
der Eisensubstanz gegen die bei der Enteisenung angewandten 
Reagenzien; je empfindlicher sie ist, desto leichter geschieht die 
Umwandlung, um so mehr wird die #-Modifikation gebildet. 

3. Aus Fischers Protoporphyrin lieB sich das_ «-Proto- 
porphyrin darstellen. 

4. Hamsiks Protoporphyrin, das angenihert als /-Proto- 
porphyrin gelten darf, liefert nach der Enteisenung das /-Proto- 
himin, das optisch charakterisiert wurde. 

5. Es wurde die Darstellung von f#-Protohiimin beschrieben, 
die bessere Ausbeute herbeifiihrt. 

6. Der Einflu8 der Mischkrystallisation auf die Formen des 
Protohimins wurde ahnlich gefunden wie bei den Protoporphyrinen; 
die 8-Form praigt gewohnlich ihren Charakter der g-Form auf. 

7. Das Ooporphyrin wird als native Form des «-Protopor- 
phyrins aufgefaBt (a-Metaprotoporphyrin). 

Als dessen Eisenkomplexsalz ist das a«-Metahimin (sog. 
Acetonchlorhiimin) zu betrachten. 





1) A. F, Richter, Z. physik. Chem. 135, 444 (1928). 














Zur Chemie der Gewebseinlagerungen bei einem Falle 
von Schiller-Christianscher Krankheit. 
(Mit Unterstiitzung der Ella Sachs-Foundation.) 
Von 


Emil Epstein und Karl Lorenz. 


Aus der serochemischen Untersuchungsstation der Prosektur des Kaiser-Franz-Josef-Spitals 
in Wien.) 


iDer Redaktion zugegangen am 16. Mai 1¢5v.) 


Hans Lieb!) hat in dieser Zeitschrift mehrere Mitteilungen 
von grundlegender Bedeutung iiber die Chemie der cerebrosid- 
zelligen Lipoidose vom Typus Gaucher verdéffentlicht, von denen 
die erste und dritte dieser Mitteilungen mit den pathologisclien 
und chemischen Arbeiten Epsteins®*) iiber diesen Gegenstand 
in Zusammenhang gestanden hatten. 

Wir halten es fiir zweckmiBig, nunmehr in derselben Zeit- 
schrift iiber Gewebsanalysen zu berichten, die eine andersartige 
Lipoidose, die von Schiiller*) (1915) und Christian 5) (1918) 
eutdeckte Schiller-Christiansche Krankheit betreffen. 

Es handelt sich bei diesem Leiden nach Ludwig Pick®) um einen 
Zustand, der mit umfiinglicher Defektbildung am Schiideldache, besonders 
auch an der Schiidelbasis, am Orbitaldache, ferner an Rippen, Wirbel- 
kérpern, an der Beckenschaufel und am sonstigen Skelette einhergeht. An 
diesen Stellen ist es zum Auftreten eines eigenartigen gelblichen Gewebes 
gekommen, das aus groBen, zum Teil riesigen, mit Lipoid erfiillten Zellen 
zusamimengesetzt erscheint. 

Der Morbus Schiiller-Christian bildet somit neben der Gaucher- 
schen und Niemann-Pickschen Krankheit einen Sondertypus der lipoid- 
zelligen Lipoidosen. 

Wiihrend die zusammenfassend von Russel 8S. Rowland’) be- 
schriebenen Falle yon Schiller-Christianscher Krankheit, 14 an der 
Zahl, Kinder zwischen 3—16 Jahren umfassen, entstammt das Material fiir 


1) Diese Z. 140, 305 (1924); IL. Mitt.: 170, 60 (1927); LIT. Mitt.: 181, 
208 (1929). 

2) Virchows Archiv 255, 157 (1924). 

') Biochem. Z. 148, 398 (1924). 

‘) Fortschr. a. d. Geb. der Réntgenstrahlen 23, 12 u. ff. (1915 1916). 

5) The medieal eclinices of north america 3, 849 (1918). 
) Berl. med. Ges., Sitz. vom 20. Febr. 1929; Med. Klinik 1929, Nr. 11. 
‘’) Archives of internal medicine 42, 611 (1928). 
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die im vorliegenden mitgeteilten Analysen der Leiche eines 26 jiihrigen 
Mannes, die v. Chiari am Wiener pathologischen Universitiitsinstitute im 
Herbst 1929 seziert hatte. Der Fall wurde in vivo von Schiller’) beob 
achtet. Die klinische Untersuchung des Patienten ergab: 1. den Habitus 
einer Dystrophia adiposogenitalis, 2. die Symptome eines Hirntumors, nimlich 
hartnickige Kopfschmerzen, Erbrechen, beiderseitige Stauungspapille, 3. Ein- 
dellungen an der Schidelkalotte, 4. rechtsseitigen Exophthalmus, 5, Polyurie. 

Herr v. Chiari hatte die Freundlichkeit, aus dem Sektionsbefunde 
folzende Angaben zur Verfiigung zu stellen: Es fanden sich hauptsiichlich 
an der Dura mater und im Tentorium geschwulstiihnliche, gelb gefiirbte 
EKinlagerungen von derber Konsistenz. Ebensolche, gelblich gefirbte Massen 
konnten an zahlreichen Stellen des Skelettes und im retroperitonealen, peri- 
nealen und subepikardialen Fettgewebe nachgewiesen werden. LEinzelne 
gelbliche Stippchen fanden sich auch in der Leber. Die Milz war 
unverindert. 

Eine ausfiihrliche pathologisch-anatomische und morphologische Be- 
arbeitung des Falles wird v. Chiari demniichst in ciner in Virchows 
Archiv erscheinenden Veréffentlichung mitteilen, auf die hiermit beziiglich 
aller niheren Angaben verwiesen sei. 

Wir mochten an dieser Stelle Herrn Prof. Maresch, dem 
Vorstande des Wiener pathologischen Universitiitsinstitutes, be- 
sonders dafiir danken, daB er uns das Material zur chemischen 
Bearbeitung hatte zukommen lassen. 

Den Hauptgegenstand der im vorliegenden verdéffentlichten 
Untersuchungen bilden die geschwulstartigen Kinlagerungsmassen 
in der Dura mater. 

Daneben wurde auch die Leber lediglich mit Bezug auf das 
Vorhandensein der erwihnten gelblichen Stippchen in den Be- 
reich der Analysen einbezogen. Uberdies hatte aber Herr Prof. 
Hans Lieb in Graz die Giite, entsprechende Mengen von Leber 
und Milz zur detaillierten Untersuchung zu tibernehmen, iiber 


deren Ergebnisse er gesondert berichten wird. 


Methoden. 


Von den oben erwaihnten, sehr umfinglichen geschwulst- 
artigen Kinlagerungen tibernahmen wir von Herrn vy. Chiari 
6,9 ¢ formalinfixierten Materiales. 4,9 g dienten der fraktio- 
nierten Lipoidextraktion nach Fraenkel. 

Zunichst wurde das Gewebe zerkleinert, rasch im Luftstrom bei 87° 
und sodann im Vakuumexsiccator bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, 
sodann behufs besseren Kindringens des Extraktionsmittels mit Seesand zu 
feinstem Pulver verrieben und im Soxhletapparat auf dem Wasserbade 
einer erschOpfenden Atherextraktion unterworfen. Das mit Ather extrahierte 


1) Sitz. d. Ges. d. Arzte Wien, 24. I. 1930; Wiener Klin. Wochensebr. 
43. Jahrg., Nr. 5, 8S. 153 (1930). 
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Trockenpulver wurde hierauf in einem Soxhletapparate fiir Alkohol-Heib- 
extraktion bei Siedetemperatur erschépfend ausgezogen. Dauer beider 
Extraktionen je 72 Stunden. Nach Beendigung der Extraktionen wurde 
das Extraktionsmittel abdestilliert und die Abdunstungsriickstiinde der iither- 
bzw. alkoholléslichen Lipoidfraktion gewogen. 

2g des Ausgangsmaterials wurden fiir die Cholesterin- 


und Cholesterinesterbestimmung herangezogen, die nach 
den bewahrten Vorschriften von Fex') mittels der Windaus- 
schen ?) Digitoninfallungsmethode durchgefithrt wurde. 

Besonders betont sei an dieser Stelle, daB bei strenger Be- 
folgung der Vorschriften die Extraktion des formalinfixierten 
Untersuchungsgutes, wenigstens was den Cholesteringehalt an- 
langt, quantitativ verliuft (vgl. auch P. Kimmelstiel*), wahrend 
die Ather- und Alkoholextrahierbarkeit nach Mladenovié und 
Lieb*) durch die Formalinfixation einigermaBen geschidigt wird, 
wiewohl die von uns eingehaltene Vorbehandlung (Zerreiben des 
(sewebes mit Seesand zu feinstem Pulver) auch diese Fehler- 
quelle in ihrer Auswirkung auf die Resultate nach Méglichkeit 
zu beseitigen trachtet. 


Resultate der chemischen Untersuchung. 


Die fiir Trockenpulver ermittelten Prozentzahlen fallen aus- 
schlieBlich als Vergleichszahlen fiir Nachuntersuchungen in die 
Wagschale, da sie allein gegen eine konstante GréBe, das Ge- 
wicht der Trockensubstanz, in Relation gesetzt sind. Den aut 
frisches Feuchtgewebe bezogenen Zahlen dagegen dienen die sehr 
variablen, vom schwankenden \assergehalte der Gewebe ab- 
hingigen Gewichte als Grundlage zur Wertbemessung. Diese 
kénnen daher nicht ohne weiteres als Vergleichswerte heran- 
gezogen werden. Bei Formalinfixierung kommt dazu noch die 
unkontrollierbare Beeinflussung des Wassergehaltes der in Formalin 
eingelegten Gewebsstiicke durch das Fixierungsmittel. 

Die Menge des in Untersuchung genommenen Materiales be- 
triigt, in absoluten Gewichten ausgedriickt: 


Gesamt-Trockenpulver . . . 6,9 ¢ 
Trockenpulver fir Her stellung der primir mit, ‘Ather 
und sekundiir mit Alkohol extrahierten Lipoidfraktionen 49 2g 
Trockenpulver fir die Cholesterinbestimmung nach 
Windawe-rert . . st tt tht hh wh hl hl hl hl he 


*) Biochem. Z. 104, 82 (1920). 
*) Diese Z 65, 110 (1910). 
5) Biochem. Z. 184, 143 (1929). 
‘) Diese Z. 181, 221 (1929). 











305 (1924); E. Epstein, Biochem. Z, 145, 409, letzter Absatz (1924). 
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Die folgende Tabelle zeigt, dab die Menge des Atherabdunstungs- 
riickstandes mit 34,68 °/, des Trockenyulvers fast das 10fache 
der des Alkoholabdunstungsriickstandes betriigt. Die Zusammen- 
setzung der itherléslichen Fraktion verdient daher besonderes 
interesse, wihrend die nur alkohollésliche Lipoidfraktion nach 
Fraenkel fiir die vorliegende Betrachtung von untergeordneter 
Bedeutung ist. Eine auf Vorhandensein von Cerebrosiden 
gerichtete Untersuchung der Alkoholfraktion nach Epstein und 
Lieb ergab ein negatives Resultat.?) 


Tabelle I. 


Ather- und Alkohollipoidfraktion aus Trockenpulver der 
lipoidzelligen EKinlagerungen der Dura mater. 








Prozentzahlen 


as ay berechnet auf 100 ¢ 





formalinfixiertes Trock 
Ausgangsmaterial Feuchtgewebe sicnasai, cunkdatal 
Gehalt | Ather- Alkohol- 
ans OWasser- ab- ab- 
Trocken- gehalt | dunstungs- | dunstungs- 


| 
| 
| 
pulver | | riickstand | riickstand 


Linlagerungsmassen | 
der Dura mater bei | 97,55 72,45 34,68 3,7 Kerasin 
Morbus Sehiller- fehlt 
Christian. 
Fall ,,v. Chiari“ 
(Formalinfixiert) 

















Die Bestimmung von Stickstoff und Phosphor in der Ather- 
lipoidfraktion ergab 0,098 g Stickstoff und 0,062 g Phosphor. 
Aus diesem Phosphorgehalt errechneten wir einen Lecithingehalt 
von 1,64 g in 100 g Trockenpulver (Umrechnungsfaktor 26,4). 

Die Cholesterinbestimmung nach Windaus und Fex in den 
2g des hierfiir reservierten Untersuchungsmaterials fiihrte zu 


folgendem Ergebnis: 


In 100 g Trockenpulver fanden sich: 


Freies Cholesterin . ..... 3,23¢ 
Cholesterinester . . . . .. . 15,35 ¢ 
Gesamtcholesterin. . . . . . . 18,58¢ 


) Detaillierte Mitteilung dieser Vorschrift bei H. Lieb, Diese Z. 140, 
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Diese Resultate zeigen eine erfreuliche Ubereinstimmung mit 
den interessanten histologischen und histochemischen Befunden 
v. Chiaris, der bei Betrachtung im Polarisationsmikroskop sehr 
reichlich doppelbrechende Substanzen nachwies, die wohl aus- 
schlieBlich auf das Vorhandensein so betriichtlicher Mengen von 
Cholesterinestern und Cholesterin zu beziehen sind. 

Bei einer darauf gerichteten mikroskopischen Untersuchung zeigten 
sich im Priiparate des Abdunstungsriickstandes des mit heiBem Aceton ge- 
wonnenen Gewebsextraktes nach dessen Abkiihlung unter gekreuzten Nicols 
die bekannten auf Cholesterinester hindeutenden dunklen Sphirolithen- 
kreuze auf weibem Grunde. Etwas vom Acctonabdunstungsriickstande 
in Chloroform aufgenommen ergab ferner die typische Farbreaktion nach 
Liebermann- Burchard. 

Sehr bemerkenswert ist das Uberwiegen der Cholesterinester 
iiber reines Cholesterin im Verhiiltnis von 4,75:1 gegeniiber der 
Relation von 1 Teil Cholesterinestern zu rund 2—4 Teilen reine 
Cholesterins in Normalgeweben'), dies deshalb, weil nach dei 
Ausfiihrungen von Spranger?’) und von Degkwitz*) insbesondere 
die Cholesterinester in kolloiden Lipoidfettgemischen eine 
ausgesprochen entmischende Wirkung austiben. Auf den vor- 
liegenden Fall bezogen heiBt dies, dab in erster Linie den 
Cholesterinestern die EKigenschaft zukommt, bei ihrem auber- 
gewohnlichen Vorherrschen die suspendierten Massentei!chen der 
als Komplexkolloide gelésten Lipoidfettgemische zur Kondensation 
und Ausfillung zu bringen, und zwar sowohl innerhalb der 
Speicherzellen als auch auBerhalb dieser Zellen in den Gewebs- 
spalten. Ergiinzend sei bemerkt, daB sich die Cholesterinester 
physikalisch-chemisch gerade entgegengesetzt verhalten, wie das 
dispergierende und emulgierende Lecithin, das in den unter- 
suchten Kinlagerungsmassen nicht vermehrt ist. 


Die Zusammensetzung der atherloslichen Lipoidfraktion der 
geschwulstahnlichen Einlagerungsmassen der Dura mater. 


Aus dem bereits erwithnten Uberwiegen der iitherléslichen 
Lipoidfraktion (34,68g-°/,) iiber die Alkohollipoidtraktion (3,7 g-°/,) *) 


/0 : 
ergibt sich, daB nahezu ausschlieBlich die mit Ather extrahier- 


') Nach den Resultaten der Analysen von 5 Normallebern durch Fex 
(a. a. O.) (Cholesterinester 0,26 °/,, Cholesterin 1,02 °/,) und von 5 Normai- 
siinglingsmilzen durch Epstein u. Lorenz 1930 (Cholesterinester 0,29 ° ,, 
Cholesterin 0,62 ° > 

2) Biochem. Z. 208, 164 (1925). 

8) Klin. Wochenschr. 1929, S. 2224. 

') Vgl. Tab. I. 





we 
(se 
unr 
ha: 
bes 













































Zur Chemie der Gewebseinlagerungen usw. 49 


baren Substanzen an der Zusammensetzung der zur Ablagerung 
sekommenen Fette und fettihnlichen Kérper beteiligt sind Unter 
diesen herrschen als wesentliche Bestandteile das physikalisch 
chemisch aktive Cholesterin und seine Ester, zusammen mit 
18,58 °/,, sowie das indifferente Neutralfett mit 14,46°/, vor, 
wihrend der Lecithingehalt nur 1,64°/, betriigt. Vergleicht man 
hiermit die Zusammensetzung der Atherfraktion einer von uns 
untersuchten Milz bei Niemann-Pickscher Krankheit!) mit so 
hochgradiger lipoider Umwandlung, daB dieser Vergleich trotz 
der Verschiedenheit der betreffenden Gewebe zuliissig erscheint, 
so zeigt sich ganz im Gegensatze hierzu ein Vorherrschen des 
aktiven Lecithins mit 13,2°/, und des indifferenten Neutralfettes 
mit 12,79°/, gegentiber dem Cholesterin mit 1,41°/,. Die auf 
\00 g der gesamten dtherléslichen Lipoide umgerechneten Werte 
sind in nachfolgender Tabelle den auf Trockenpulver bezogenen 
7-\ten deshalb beigesetzt worden, weil sie den Kontrast vielleicht 
noch eindrucksvoller zeigen, Einen weiteren ziffernmiiBigen Aus- 
druck findet dieser Gegensatz in der in der Tabelle gleich- 
falls angefiihrten Proportion Cholesterin: Lecithin fiir die 
Kinlagerungsmassen der Dura mater mit 11,8:1 und der diametral 
entgegengesetzten Proportion fiir die phosphatidig umgewandelte 
Niemann-Pickmilz (Epstein, Lorenz 1930)?) mit 1:9,8. 

Die Tabelle bestitigt ferner, daB es sich bei den Lipoid- 
steatosen, wie Versé in seinem Referate iiber Cholesterinstoff- 
wechsel gelegentlich der 20. Tagung der Deutschen pathologischen 
Gesellschaft in Wiirzburg 1925 ausgefiihrt hat, ganz allgemein 
um Komplexsteatosen, Ablagerungen von Lipoidfettgemischen 
handelt, deren einzelne Typen aber durch das Vorherrschen einer 
vestimmten Gruppe der Lipoide charakterisiert sind. 

Da die Neutralfette als physikalisch-chemisch indifferenter 
Bestandteil bei allen Lipoidsteatosen an dem Aufbau der Fett- 
stofigemenge in wechselnder Menge beteiligt sind, so sind es 
wesentlich die physikalisch-chemisch aktiven Substanzen, 
das Cholesterin und seine Ester, die Phosphatide, wie 


1) Niheres iiber die Pathologie dieser Krankheitsform bei Ludwig 
Pick, ,,Uber die lipoidzellige Splenohepatomegalie Typus Niemann-Pick 
als Stoffwechselerkrankung. Aus dem pathologischen Institut des Stadt. 
Krankenhauses im Friedrichshain, Berlin 1927. 

2) Der Bericht iiber die von uns durchgefiihrten chemischen Unter- 
suchungen des von Smetana eezierten alles wird demniichst ausfihrlich 
verdtfentlicht werden. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CXC. 4 
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das Lecithin, die Cerebroside, wie das Kerasin, die den 
Charakter der einzelnen Lipoidsteatosen bestimmen und sie als 
vorwiegend cholesterinige (Morbus Schiller-Christian), 
lecithinige (Niemann-Picksche Krankheit) bzw. cerebrosi- 
dige Lipoidose (Morbus Gaucher) erscheinen lassen, an die 
sich noch die meist mit Diabetes vergesellschafteten choleste- 
rinigen Xanthomatosen anschlieBen. 


Tabelle II. 



































Einlagerungsmassen der Niemann- Pickmilz 
Dura mater, _ Epstein-Lorenz 1930, 
Fall ,,v. Chiari“ | Fall , Smetana“ !) 
Gesamtmenge der Prozent auf 100 g Trockenpulver 
iitherléslichen Stoffe ® 84,68 | 27,4 
Prozent auf | Prozent auf Prozent auf | Prozent auf 
100 g | 100 g Ather- 100 g 100 g Ather- 
Trocken- |abdunstungs-' Trocken- |abdunstungs- 
pulver | riickstand pulver | riickstand 
Cholesterin ..... 8,23 93 0,73 2,67 
Cholesterinester .. 15,35 44,3 | 0,68 2,49 
Gesamtcholesterin . 18,58 53,6 | 1,41 5,16 
Lecithin ....... 1,64 | 4,7 | 13,2 48,2 
| Cholesterin : Lecithin 11,3: i| Cholesterin : Lecithin 1: 9,3 | 
Neutralfett ..... 14,46 41,7 | 12,79 46,64 





Die Untersuchung der Leber ergab mit 18,5 g Ather- und 
25,6 g Alkoholabdunstungsriickstand in 100 g Trockenpulver jedes- 
falls eine betriichtliche Zunahme der Ather- und Alkohollipoid- 
fraktion. Dabei betrug der Gesamtcholesteringehalt 0,608 g-°/, 
(Cholesteringehalt von Normalleber ungefihr gleichaltriger minn- 
licher Individuen nach Fex 1,42, 1,46, 0,96 °/,). 

Es zeigt sich also, da’ die Ablagerung aufergewéhnlich 
groBer Cholesterinmengen, wie. sie im vorliegenden Falle mit 
18,58 g Cholesterin in 100 g Trockenpulver bzw. 53,57 g in 100 g 
‘itherléslicher Fettstoffe ermittelt wurden, auf die fiir die Schiiller- 
Christiansche Krankheit so charakteristischen geschwulstartigen 


Massen beschrinkt ist. 


') Vgl. Anmerkung 2, S. 49. 











Uber das sogenannte ,,Isocholesterin* des Wollfettes. 
Von 
A. Windaus und R. Tschesche. 


Mit 2 Figuren im Text. 






























(Aus dem Allgem, Chemischen Universititslaboratorium Gottingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3, Juni 1930.) 


Im Wollfett der Schafe ist von E. Schulze‘) neben dem 
Cholesterin ein zweites ,Sterin“ aufgefunden worden, dem er den 
Namen Isocholesterin gegeben hat. Dieses ,,[socholesterin“ 
soll dieselbe oder eine sehr fhnliche Formel besitzen wie das 
Cholesterin; es ist bisher noch nicht ausfiihrlich untersucht 
worden.”) Am interessantesten erschien uns von den Eigenschaften 
des Isocholesterins seine Unfihigkeit sich mit Digitonin zu 
verbinden; es unterscheidet sich darin von den typischen Sterinen 
und ihnelt den photochemischen Umwandlungsprodukten des 
Ergosterins. Es war daher méglich, da8 es zu dem Cholesterin 
in demselben Verhiltnis stehen kénnte wie das Vitamin D zum 
Ergosterin, und von diesem Gesichtspunkt aus beschlossen wir 
eine Untersuchung des Isocholesterins zu beginnen. Sehr er- 
leichtert wurde unser Plan dadurch, da& vor einigen Jahren ein 
Verfahren von Lifschiitz und Vietmeyer*) bekannt gegeben 

| worden war, das gestattet aus Lanolin verhiiltnismiBig leicht groBe 
Mengen Jsocholesterin zu gewinnen. 
Wir haben nach diesem Verfahren, das sich die Schwer- 


léslichkeit des Isocholesterins in Methanol zunutze macht, aus 
: 1 kg Lanolin ohne Schwierigkeiten 50 g rohes Isocholesterin dar- 
stellen kénnen. Dieses Isocholesterin ist zwar frei von Chole- 


sterin, aber es ist noch kein einheitlicher Stoff, denn beim Um- 





1) Ber. chem. Ges. 5, 1075 (1872); 6, 251 (1873); 31, 1200 (1898); 
J. prakt. Chem. (2) 7, 162 (1873); 25, 459 (1882); Urich, J. prakt. Chem. (2) 
9, 821 (1874). 

*) Darmstaedter u. Lifschitz, Ber. chem. Ges. 51, 97 (1898). 

8) Diese Z. 155, 241 (1926). 
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krystallisieren des Acetats aus verschiedenen Loésungsmitteln 
findern sich Schmelzpunkt und Drehung der unter dem Mikro- 
skop einheitlich erscheinenden Krystalle. Durch fraktionierte 
Krystallisation des Isocholesterylacetats aus Essigester gelang es 
schlieBlich, eine Trennung der Bestandteile zu erreichen. Nach 
20 maligem Umkrystallisieren sammelte sich in den am schwersten 
léslichen Fraktionen das Acetylderivat eines Stoffes an, dem wir 
den Namen Agnosterin geben wollen; wahrend aus den leichter 
lislichen Anteilen mit groBer Miihe das Acetylderivat eines 
zweiten Stoffes isoliert werden konnte, das die Hauptmenge des 
Isocholesterins ausmacht und fir den wir den von Drummond 
und Baker!) fiir Isocholesterin vorgeschlagenen Namen Lano- 
sterin beibehalten. Wir haben keinen Anhaltspunkt dafiir ge- 
funden, daB im Isocholesterin andere Sterine auBer Agnosterin 
und Lanosterin vorhanden sind. Aus der optischen Drehung 
des Isocholesterins und der reinen Sterine berechnet sich, dab 
etwa 8°/, Agnosterin im Isocholesterin enthalten sind. 

Wir geben im folgenden die Schmelzpunkte des Agno- 
sterins, des Lanosterins und ihrer Acetate, und zum Ver- 
gleich die entsprechenden Daten fiir Isocholesterin nach der 
Arbeit von Drummond und Baker. 


Agnosterin Lanosterin Isocholesterin 
162° 140—141° 139—139,5° 
Agnosterylacetat Lanosterylacetat Isocholesterylacetat 
173—174° 113—114° 125° 
Agnosterinbenzoat Lanosterinbenzoat Isocholesterinbenzoat 
203° 191,5° 195° 


Das Agnosterin hat die Zusammensetzung C,,H,,O, enthiilt 
also bemerkenswerterweise 30 Kohlenstoffatome. Mit Benzopersiiure 
lieBen sich 3 Doppelbindungen nachweisen; allerdings gelang es 
uns bei der katalytischen Hydrierung nicht mehr als 1 Mol 
Wasserstoff einzufiihren. Das entstandene Dihydroagnosterin 
liefert bei der Titration mit Benzopersiiure Zahlen, die aut 
2 Doppelbindungen hinweisen. Selbst bei 1OO—150° und 150 Atm. 
Wasserstoffdruck ist es nicht méglich gewesen, eine vdllige Ab- 
siittigung der Doppelbindungen zu erreichen. Es entstehen hier- 
bei Ole, die wahrscheinlich Gemisvhe von verschieden weit 


') J. Soe. chem. Ind. 48, 232—238 (1929). 
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hydrierten Produkten und deren Isomeren darstellen. Lin vollig 
gesittigtes Sterin hat sich daraus nicht erhalten lassen. 

Auch das Lanosterin scheint 30 Kohlenstoffatome zu ent- 
halten, es hat wahrscheinlich die Summenformel C,,H,,0 und ist 
also ebenfalls kein Isomeres des Cholesterins. Mit Bensopershere 
lassen sich 2 Doppelbindungen nachweisen, dagegen addiert es 
nur 1 Mol Brom. Entgegen einer Angabe von Moreschi?), 
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Fig. 1. Agnosterin 0,041 in Athanol. 


a. 





nimmt das Lanosterin bei 
| der katalytischen Hydrie- 
rung Wasserstoff auf, aller- 








i One * . . 

bees 250 “jo dings nur 1 Mol. Wir haben 
. ,a1 § 0 ry 

Fig. 2. Lanosterin 0,04 in Athanol. selbst bei 200° u. 150 Atm. 


Wasserstoff kein vollig ge- 
sittigtes Produkt erhalten kénnen. Das Dihydrolanosterin ver- 
braucht bei der Behandlung mit Benzopersiiure noch 1 Atom 
Sauerstoff, es ist also einfach ungesiitttigt. 





') A. R. A. (5) 19, 53; Chem Z. 1910, I, 872. 
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Die Farbenreaktionen von Agnosterin und Lanosterin stimmen 
untereinander iiberein. Bei der Salkowskischen Probe mit 
Chloroform und konzentrierter Schwefelsiure tritt eine Gelb- 
fiirbung der Schwefelsiiure ein, die allmihlich in braunrot iiber- 
geht. Die Liebermann-Burchardsche Probe gibt ebenfalls 
eine braunrote Farbe, nur kommt hier noch eine griine Fluores- 
cenz zur Beobachtung. 

Die Untersuchung hat also ergeben, daB das Isocholesterin 
kein einheitlicher Stoff ist, sondern aus 2 Sterinen besteht, dic 
30 Kohlenstoffatome enthalten. Damit ist unsere Annahme, daf 
das Isocholesterin ein Umlagerungsprodukt des Cholesterins sein 
kénnte, unhaltbar geworden. Eher lieBe sich ein Zusammenhang 
mit dem Stigmasterin vermuten, dem steht aber die Beobachtung 
Schénheimers!) entgegen, daB pflanzliche Sterine von Pflanzen- 
fressern nicht resorbiert werden. Vielleicht wire an eine genetische 
Beziehung des ,,[socholesterins“ zu Harzalkoholen, wie Amyrin und 
Lupeol zu denken, doch ist iiber die Resorbierbarkeit solcher Stoffe 
nichts bekannt. In anderem ‘Tiermaterial als im Lanolin aus 
Schafwolle sind Agnosterin und Lanosterin bisher merkwiirdiger- 
weise nicht aufgefunden worden. Die Angabe von Ruppel?®,, 
daB Isocholesterin in der Vernix caseosa vorkommen soll, 
ist von Unna und Golodetz’) nicht bestiitigt worden. Die Be- 
hauptung von Cohen‘), daB das Phytosterin aus afrikanischem 
Rubber mit Isocholesterin identisch sein diirfte, bedarf der Nach- 
priifung. 


Wir danken der I.G.-Farbenindustrie, Werk Elberfeld, fiir 
die Herstellung einer gré8eren Menge Isocholesterin. 


Beschreibung der Versuche. 
Fraktionierte Krystallisation des Isocholesterylacetats. 


Das Isocholesterin wurde aus technischem Lanolin (Lanolin- 
werke Charlottenburg) nach dem Verfahren von Lifschitz und 
und Vietmeyer 5) gewonnen. Es zeigte nicht den von diesen 





Diese Z. 180, 1—37 (1929). 
Diese Z. 21, 132 (1895). 
Biochem. Z. 20, 496 (1909). 
Ar. 246, 519, 592 (1908). 
Diese Z. 155, 241 (1926). 
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Autoren angegebenen Schmelzp. 127°, sondern 137—139°. Die 
Drehung in Chloroform war [«]j,* = + 60,5°. Es wurden so aus 
500 g Lanolin 20—25 g Isocholesterin erhalten. 100g dieses 
Materials wurden mit der 4fachen Menge HEssigsiiureanhydrid 
3 Stunden auf dem Wasserbade erwirmt. Der beim Abkiihlen 
auskrystallisierte Anteil zeigte den Schmelzp. 119—120°, der in 
den Mutterlaugen verbleibende Rest wurde verworfen. 

Dieses Isocholesterylacetat wurde nun der fraktionierten 
Krystallisation aus Essigester unterworfen und in 20 Fraktionen 
zerlegt. In den am schwersten léslichen Anteilen sammelte sich das 
Agnosterylacetat vom Schmelzp. 173—174° an, von dem 1—2 g 
in reinem Zustand erhalten wurden: aus den leicht ldéslichen 
Fraktionen konnte das Lanosterylacetat vom Schmelzp. 113—114” 
gewonnen werden. Es unterscheidet sich schon in der Krystall- 
form (weiche seidenglinzende Nadelchen) von dem mehr in derben 
Nadeln krystallisierenden Agnosterylacetat. Die mittleren Frak- 
tionen lieBen sich durch fortgesetztes Umkrystallisieren immer 
weiter in die Endfraktionen aufteilen; die Drehungen lagen 
zwischen den fiir reines Agnosterylacetat und Lanosterylacetat 
gefundenen Werten. Aus dem Vergleich der Drehwerte liBt sich 
der Gehalt an Agnosterin im sogenannten ,,[socholesterin“ auf 
6—8 °/, schitzen. 


Agnosterylacetat. 


Ks ist léslich in Ligroin, schwerer ldslich in Athanol, Aceton 
und Essigester, sehr leicht in Chloroform. Aus Essigester erhiilt 
man glinzende Nadeln vom Schmelzp. 173—174°. 

Optische Drehung. 0,0210, 0,0216 g Substanz, 2 cem Chloroform, 
l= 1dm 

a =+ 0,959, + 0,989; [e]}9 = + 90,5°, + 90,2°. 

Analyse. 3,390, 4,559 mg Substanz gaben 10,264, 13,760 mg CO.,, 

3,353, 4,44 mg H,O. 
C3,H;908 Ber. C 82,33 a H 10,81 "ls 
Gef. ,, 82,58, 82,31 °/, , 11,07, 10,90 °/,. 

Benzopersduretitration: M = 466,46. 

0,1222, 0,1424 g Substanz verbrauchten nach 24 Stunden 13,60 und 
14,94 mg Sauerstoff, entsprechend 3,24 und 3,06 Atomen Sauerstoff. 


Agnosterin. 


0,35 g Acetat wurden mit alkoholischer Kalilauge auf dem 
Wasserbade verseift. Das mit Wasser ausgefillte Sterin wurde 
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aus Athanol umkrystallisiert und schmolz bei 162°; es bildet 
Niidelchen, die leicht léslich sind in Kssigester, Aceton, Pyridin. 
Chloroform, schwerer léslich in Athanol. 
Optische Drehung. 0,0202, 0,0218 g Substanz, 2 cem Chloroform, 
1= 1dm 
a =-+ 0,719, +0,77°; [a@]}9 =+70,3°, + 70,6°. 


Analyse. 3,270 mg Substanz gaben 10,152 mg CO,, 3,430 mg H,0. 


C,.H,,0 Ber. C 84,83 °/, H 11,40 °/, 
Gef. ,, 84,67 »» 11,74 


Agnosterylbromacetat. 

03g Agnosterin wurden in Gegenwart von 0,2 g Natrium- 
bromacetat mit 0,8 g Bromessigsiiureanhydrid 2 Stunden auf dem 
Wasserbade erwirmt. Nach dem Abkihlen wurde mit Methanol 
versetzt, die ausgeschiedenen Krystalle wurden mehrmals aus 
Aceton umkrystallisiert. Ks wurden so glinzende Blittchen 
vom Schmelzp. 130--181° erhalten. Sie waren leicht léslich in 
Chloroform und Aceton, schwer in Athanol und Methanol. 

Optische Drehung. 0,0204, 0,0220 g Substanz, 2 cem Chloroform, 
l= 1 dm 

a =+0,80°, +0,86°; [a|i° =+ 784°, + 78,2% 
Analyse. 4,830 mg Substanz gaben 12,435 mg CO,, 4,00 mg H,0. 
3,385 mg Substanz gaben 0,504 ing Br. 


C,,H,O,Br Ber. C 70,42 °/, H 9,06 °/, Br 14,65 °/, 
Gef. ,, 70,21 5) 9,27 ,», 14,89 
Agnosterylbenzoat. 


0,3 g Agnosterin wurden mit 1 g Benzoesiureanhydrid bei 
130° 2 Stunden im Olbad geschmolzen. Die Schmelze wurde 
aus Hssigester umkrystallisiert und lieferte Jange, zu Biischelu 
vereinigte Nadeln vom Schmelzp. 203°. Die Krystalle sind léslich: 
in Chloroform und KEssigester, schwerer léslich in Aceton und 
Athanol. 

Optische Drehung. 0,0222, 0,0208 g Substanz, 2 cem Chloroform, 


1= 1dm 
@=+1,15°, + 1,07; [a))' =+ 103,6°, + 102,9°. 
Analyse. 4,490 mg Substanz gaben 13,790 mg CO,, 4,09 mg I,0. 
C,,H,,0, Ber. C 84,02 °%/, H 9,92 °/, 
Gef. ,, 83,76 ,, 10,19 


a-Dihydroagnosterylacetat. 
2? 4 ¢ Agnosterylacetat wurden in 800 ccm Hisessig mit einem 
Platinkatalysator nach Adams-Shriner, der vor Zugabe de: 











Uber das sogenannte ,,Isocholesterin“ des Wollfettes. 


Substanz reduziert war, bei 70° hydriert. Beim Erkalten hatte 
sich das Hydrierungsprodukt zum groBen Teil ausgeschieden, der 
Rest wurde mit Wasser gefillt. Nach hiufigem Umkrystalli- 
sieren aus Essigester blieb der Schmelzpunkt konstant bei 162 
bis 163°. Das a@-Dihydroacetat bildet gliinzende Blittchen, die 
leicht léslich sind in Chloroform, léslich in Aceton, Athanol, Essig- 
ester, schwerer léslich in Ather und Kisessig. 

Optische Drehung. 0,0232, 0,0204 g Substanz, 2 ecm Chloroform, 


|}=1dm 
a =+0,98°, +0,86°; [a] Db’ = + 84,5°, + 84,3° 


Analyse. 5,090 mg Substanz itl 15,260 mg CO,, 5,01 mg H,0. 
C,,H;,0- Ber. C 81,98 °/, H 11,19 %/, 
Gef. ,, 81,76 ,, 11,02 

Benzopersiuretitration. M = 468,42. 

0,1044 g Substanz verbrauchten 7,12 mg Sauerstoff, entsprechend 
2,00 Atomen Sauerstoff. 

Die Farbenreaktionen sind dieselben wie beim Agnosterin. 
Mit Brom entsteht kein schwer lésliches Bromadditionsprodukt. 


a-Dihydroagnosterin. 

0,4 g «-Dihydroagnosterylacetat wurden auf dem Wasserbade 
mit alkoholischer Kalilauge verseift. Das mit Wasser ausgefiillte 
Sterin wurde durch Umkrystallisieren aus Athanol + Methanol 
in zu Biischeln vereinigten Nadeln erhalten, die bei 147—148° 
schmolzen. Das «-Dihydroagnosterin ist leicht léslich in Athanol, 
Aceton, Essigester, sehr schwer in Methanol. Es fillt nicht mit 
igitonin, 

Optische Drehung. 0,0204, 0,0220 g Substanz, 2 cem Chloroform, 


1 dm 
a = + 0,62, + 0,679 [a]? =+ 60,8, + 60,9°. 


Analyse. 4,739 mg augers gaben 14635 mg CO,, 4,95 mg H,0. 


C,,Hs0 Ber. C 84,43 °, H 11,82 °), 
Gef. » 84, 22 5, 11,69 


_—_ 


f-Dihydroagnosterylacetat. 

g¢ Agnosterylacetat wurde in 100 ccm Eisessig in gleicher 
Weise arn oben beschrieben, aber unter Zusatz von 3 Tropfen 
reiner konzentrierter Salzsiiure hydriert. Nach dem Ausfillen 
des Sterins mit Wasser wurde es wiederholt aus Aceton und 
Athanol umkrystallisiert und so in gliinzenden Blittchen vom 
Schmelzp. 133° erhalten. Es ist schwer léslich in Aceton und 
Athanol, leicht in Essigester. 
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Optische Drehung,. 0,0226, 0,0224 g Substanz, 2 eem Chloroform, 
P= 1dm  @=+0,55% +0,55°; [a]i? = +4 48,79, + 49,1° 

Analyse. 4,959 mg Substanz gaben 14,870 mg CO,, 5,11 mg H,0. 

C,H,,0, Ber. C 81,98 °/, H 11,19 °/, 
Gef. ,, 81,78 y 11,53 

Benzopersiiuretitration, M = 468,42. 

0,129 g Substanz verbrauchten 9,04 mg Sauerstoff, entsprechend 
2,05 Atomen Sauerstoff. 


f-Dihydroagnosterin. 

0,3 g §-Dihydroagnosterylacetat wurden in tblicher Weise 
verseift; der erhaltene Alkohol wurde aus Athanol + Methanol 
umkrystallisiert und so in zu Biischeln vereinigten Nadeln vom 
Schmelzp. 141—142° erhalten. Er fallt nicht mit Digitonin. 

Optische Drehung. 0,0202, 0,0208 g Substanz, 2 ecm Chloroform, 
1=1dm a = + 0,379, + 0,389; [a] 8 = + 36,6°, + 36,5° 

Analyse. 4,800 mg Substanz gaben 14,785 mg CO,, 5,24 mg H,0. 

Cy,H.9 Ber. C 84,43 %, H 11,82 °/, 
Gef. ,, 84,04 , 12,22 

Die Oxydation des f-Dihydroagnosterins mit Chromtrioxyd 
in Kisessig lieferte ein Gemisch von Ketonen, aus dem kein 
einheitlicher Stoff isoliert werden konnte, der Versuch muB mit 
mehr Ausgangsmaterial wiederholt werden. 


Weitere Hydrierungsversuche an Agnosterylacetat. 

Kin Versuch Agnosterylacetat bei 100° und 150 Atm. Wasser- 
stofidruck in Gegenwart von etwas Salzsiiure weiter zu hydrieren, 
fiihrte nur zu f-Dihydroagnosterylacetat. Bei 150° wurde ein 
Ol erhalten, das noch die Farbenreaktionen der ungesittigten 
Sterine zeigte und aus den kein vollig hydriertes Produkt ge- 
wonnen werden konnte. 

Lanosterylacetat. 

Das aus den am leichtesten léslichen Anteilen des Rob- 
isocholesterins erhaltene Lanosterylacetat wurde durch Uber- 
fiihrung in das Benzoat und Zuriickverwandlung in das Acetat 
eereinigt. Aus Aceton, Athanol oder Essigester bildete es 
Nidelchen, die bei 118—114° schmolzen. 

Optische Drehung. 0,0224, 0,0228 g Substanz, 2 cem Chloroform, 
l=1dm 4 = + 0,63°, + 0,64°; [a]},7 = + 56,39, + 56,1°. 
Analyse. 0,127 g Substanz gaben 0,380 g CO,, 0,1261 g H,0O. 


C,.H,,0, Ber. C 81,98 °, H 11,19 %/, 
Gef. ,, 81,60 4 
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Lanosterin. 

Durch Verseifen des Lanosterylacetats mit alkoholischer 
Kalilauge wurde das Sterin selbst erhalten. Aus Athanol durch 
Zusatz von Methanol ausgefiilt, bildet es Niidelchen vom Schmelz- 
punkt 140—141°; es ist leicht léslich in Chloroform, schwerer 
lislich in kaltem Athanol, Aceton, Ligroin und Kssigester, sehr 
schwer léslich in Methanol. Lisungen, die kein Methanol ent- 
halten, erstarren beim Abkiihlen leicht gallertig; nur aus sehr 
verdiinnten Lésungen in Aceton oder Ligroin konnten bei miég- 
lichst langsamem Abkiihlen Krystalle erhalten werden. 

Optische Drehung. 0,0214, 0,0224 g Substanz, 2 cem Chloroform, 
|= 1dm 

a = + 0,62°, + 0,65°; [a] /’ = + 58,0°, + 58,0°. 
Analyse. 0,1389 g Substanz gaben 0,4270 g CO,, 0,1486 g H,0. 
C,,H;,0 Ber. C 84,43 °/, Hf 11,82), 

Gef. ,, 83,84 » 11,89 

Lanosterin fallt nicht mit Digitonin. Die Farbenreaktionen 
sind die gleichen wie beim Agnosterin. Bei 0,4 mm siedet es 
bei etwa 240° unzersetzt. Bei der Oxydation mit Chromtrioxyd 
bei 50° wurde ein Gemisch von Ketonen erhalten. Bei der Be- 
handlung mit Natrium in Athanol ist es bestiindig und wird auch 
durch 6 stiindiges Erhitzen mit Natriumithylat bei 200° nicht 
wesentlich veriindert. Eine mit Digitonin fillbare Substanz konnte 
dabei nicht erhalten werden. Mit Brom in Kisessig heferte es 
kein schwer lésliches Bromid. 

Benzopersiuretitration. M = 426,40. 

0,2354 g Substanz verbrauchen 19,54 mg Sauerstoff, entsprechend 
2,10 Atomen Sauerstoff. 

Nach 24 Stunden war die Aufnahme beendet, das Reaktions- 
produkt krystallisierte auf Zusatz von Methanol. Es scheint aber 
ein Gemisch von Isomeren vorzuliegen. 


Lanosterylacetatdibromid. 

0,5 g Lanosterylacetat wurden in méglichst wenig Ather ge- 
list, hierzu wurde so lange eine Lésung von Brom in Kisessig 
zugetiigt, bis die Bromfarbe bestehen blieb. Es wurde '/, Stunde 
unter Hiskiihlung stehengelassen und dann das Bromadditions- 
produkt mit Methanol gefillt. Nach mehrmaligem Umkrystalli- 
sieren aus Aceton wurden zu Biischeln vereinigte Nadeln er- 
halten, die bei 160—162° schmolzen. Sie waren leicht léslich in 
Chloroform und Ather, schwerer in Athanol und wenig in Methanol. 
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Optische Drehung. 0,0216, 0,0218 g Substanz, 2 ccm Chloroform, 


1= 1dm 


a = + 0,35°, 
4,920 mg Substanz gaben 11,035 mg CO,, 3,59 mg H,0O. 


Analyse. 


+ 0,36°; [a]}* = + 82,4% + 82,2° 


3,482 mg Substanz gaben 0,870 mg Br. 


C,,H,,0,Br, 


Br 25,44 °/, 


H 8,84 °/, 
» 24,99 


C 61,12 %/, 
» 8,16 


» B17 


Ber. 
Gef. 


Lanosterylbromacetat. 


0,3 g Lanosterin wurden in Gegenwart von 0,1 g Natrium- 
bromacetat mit 0,8 g Bromessigsiureanhydrid 2 Stunden auf dem 


Wasserbade erwirmt. 
Methanol gefallt und aus wenig Aceton mehrmals umkrystalli- 


Nach dem Abkiihlen wurde der Ester mit 


siert. Ks wurden so Niidelchen erhalten, die bei 99—101° k 
schmolzen. Sie waren leicht léslich in Chloroform, Aceton und e 
Ather, schwerer in Athanol, wenig in Methanol. 

Optische Drehung. 0,0228, 0,0232 g Substanz, 2 cem Chloroform, 

~- ( 

ane a =+ 0,60, + 0,619; [a] = + 52,6%, + 52,7°. 

Analyse. 3,150, 2,805 mg Substanz gaben 0,464, 0,401 mg Br. 

C,,H;,0,Br Ber. 14,60 °/, Gef. 14,73, 14,30 °/, 
Lanosteryl-/-jodpropionat. 

1,2 ¢ Lanosterin wurden im Kohlensiiurestrom mit 10 g i 
3-Jodpropionsiiure 8 Stunden auf 100° erhitzt. Zur Entfernung 
des gebildeten Wassers war in dem ReaktionsgefaéB ein Kélbchen 
mit Phosphorpentoxyd angebracht. Die Schmelze wurde nach hol 
dem Abkiihlen mit Methanol versetzt und der nicht geléste An- Xt 
teil aus Aceton umkrystallisiert. Nach mehrmaliger Krystalli- ein 
sation blieb der Schmelzpunkt konstant bei 120°. Es wurden las! 
so glinzende Nadeln erhalten. Me 

Optische Drehung. 0,0218 g Substanz, 2 cem Chloroform, 1 = 1 dm sin 

a = + 0,46°; [a] = + 42,2°. 
Analyse. 4,619 mg Substanz gaben 10,950 mg CO,, 3,60 mg H,0. | = 
8,297 mg ™ /. 0,693 mg J. 
C,,H,,0,J Ber. © 65,10°, H8,73% J 20,86%, 
Gef. ,, 64,65 » Se » 21,02 
Lanosterylbenzoat. 

0,4 ¢ Lanosterin wurden mit 1 g Benzoesiureanhydrid 8 Stdn. 

bei 130° verschmolzen. Durch Umkrystallisieren aus Essigester nel 
~ ( 


wurden zu Biischeln vereinigte Nadeln vom Schmelzp, 191,5° er- 
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halten. Sie sind leicht léslich in Chloroform, léslich in Essig- 
ester, weniger in Ather, Athanol und Aceton. 
Optische Drehung. 0,0206, 0,0210 g Substanz, 2 cem Chloroform, 
|} = 1dm 
a =+0,77%, +0,78°; [a]}°=+ 74,7°, + 74,3°. 
Analyse. 4,668 mg Substanz gaben 14,285 mg CO,, 4,28 mg H,0. 
C,,H,;,0, Ber. C 83,70 °/, H 10,26, 
Gef. ,, 83,46 y 10,26 


a-Dihydrolanosterylacetat. 


Lanosterylacetat wurde in der beim «-Dihydroagnosteryl- 
acetat beschriebenen Weise hydriert. Beim melhrmaligen Um- 
krystallisieren aus Aceton, Essigester oder Athanol wurden Nadeln 
erhalten, die bei 118—120° schmolzen. 

Optische Drehung. 0,0234, 0,0216 g Substanz, 2 eem Chloroform, 
|= 1dm 

a = + 0,629, +0,57°; [a]}7 =+ 53% + 52,8° 
Analyse. 4,669 mg Substanz gaben 13,930 mg CO,, 4,81 mg H,0. 
C,,H;,0, Ber. © 81,63 °/, HI 11,57, 
Gef. ,, 81,37 »» 11,58 
Benzopersiéuretitration. M = 470,43. 


0,1516 g Substanz verbrauchten 5,68 mg Sauerstoff, entsprechend 
|,10 Atomen Sauerstoff. 


a-Dihydrolanosterin. 


0,5 g a-Dihydrolanosterylacetat wurden mit alko- 
holischer Kalilauge verseift; der erhaltene Alkohol wurde aus 
\thanol + Methanol umkrystallisiert. Er bildet zu Biischeln ver- 
einigte Nadeln, die bei 149—150° schmelzen, und ist leicht 
lislich in Essigester, Aceton, weniger in Athanol, schlecht in 
Methanol. Er fallt nicht mit Digitonin. Die Farbenreaktionen 
sind dieselben wie beim Lanosterin. 

Optische Drehung. 0,0212, 0,0212 g Substanz, 2 cem Chloroform, 

in @ =+0,55°, + 0,559; [a]i§=+ 51,99, +51,9° 

Analyse. 4,930 mg Substanz gaben 15,160 mg CO,, 5,35 mg H,0. 

C,,H.,0 Ber. C 84,03, H 12,23), 
Gef. ,, 83,86 » a0 


Der eine von uns (R. Tschesche) spricht der Notgemeinschaft 
der Deutschen Wissenschaft seinen Dank aus fiir das gewiihrte 
Stipendium, das ihm die Durchfihrung der Arbeit erméglicht hat. 
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Uber die Isolierung von Muskeladenylsiure aus der Niere 
Von 
G. Embden und H. J. Deuticke. 


(Ausgefilhrt mit Unterstiitzung der Forschungsgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft.) 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3, Juni 1950.) 


In einer kiirzlich aus dem hiesigen Institut veréffentlichten 
Arbeit stellten G. Embden und H. Schumacher’) fest, daB der 
urspriinglich geringe Ammoniakgehalt der lebensfrischen Niere 
vom Kaninchen nach mehrstiindigem Stehen bei 37° unter Zusatz 
von 2°/,iger Natriumbicarbonatlisung auf ein Vielfaches anstcigt. 
Nach etwa 3 Stunden kommt die Ammoniakbildung zum Abschlut. 

Die erreichten Endwerte lagen in einer Reihe von Versuchen 
an der normalen Niere zwischen anniihernd 13 und mehr als 
18 mg Ammoniak pro 100 g Niere. Da nach friheren Ver- 
suchen?) aus dem _ hiesigen Institut Muskeladenylsiure, die 
ammoniakbildende Substanz der Muskulatur, auBer aus Skelett- 
muskeln und dem Herzen auch aus dem Zentralnervensystem 
dargestellt werden kann, lag es nahe, diese Substanz auch in 


der Niere zu suchen. 


Embden und Schumacher versuchten ihren Nachweis au! 


fermentativem Wege mittels eines nach den Angaben von 
G. Schmidt*) aus Kaninchenmuskulatur hergestellten Ferment- 
extraktes, das, soviel sich bisher feststellen lieB, ausschlieBlich 
auf Muskeladenylsiiure — nach neueren Untersuchungen aucl 
auf deren Pyrophosphorsiureverbindung — einwirkt, wobei dic 
Aminogruppe des Purinkerns als Ammoniak zur Abspaltung ge- 
langt. 


') Piligers Arch. 225, 487 (1929). 

2} Embden u. Zimmermann, Diese Z. 167, 187 (1927); Polle, 
Diese Z. 184, 261 (1929); 185, 281 (1929). 

*) Diese Z. 179, 243 (1928). 
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In der Tat gelang den genannten Autoren der Nachweis, 
daB nach Zerstérung der Nierenfermente durch kurze Behandlung 
mit verdiinnter Salzsiure das Muskeladenylsiure desaminierende 
Ferment erhebliche Ammoniakmengen aus der Nierensubstanz 
bildet. Freilich unterschieden sich die Nieren in ihrem Verhalten 
gegeniiber dem Ferment dadurch von der Muskulatur, daB nicht 
die gesamte oder doch annihernd die gesamte bei der Exposition 
der frischen Nieren gebildete Ammoniakmenge durch das Ferment 
in Freiheit gesetzt wird, sondern nur etwa 50—-75°/, dieser 
Menge. Embden und Schumacher nahmen auf Grund dieses 
Befundes an, daB die Hilfte bis Dreiviertel der Ammoniakmutter- 
substanz aus Muskeladenylsiure bzw. einer ihr ihnlichen Substanz 
bestiinde. 

Trotzdem sich die Desaminase der Muskeladenylsiiure bisher 
als ein durchaus spezifisch wirkendes Ferment erwiesen hat, er- 
schien uns der Versuch einer Isolierung von Muskeladenylsiiure 
aus der Niere angezeigt, um so mehr, als nach weiteren Ergebnissen 
von Embden und Schumacher der Gehalt an adenylsiure- 
artiger Substanz unter verschiedenen normalen und pathologischen 
Bedingungen gesetzmifBigen Schwankungen unterworfen ist. Der 
Abbau und Aufbau dieser Substanz scheint nimlich in uhnlicher 
Weise mit der spezifischen Funktion der Niere wie mit jener der 
Muskulatur verkniipft zu sein. 

Die Isolierung von Muskeladenylsiiure aus Niere bildet den 
Gegenstand der vorliegenden Untersuchung. 


Methodik und Versuchsergebnisse. 


Als Ausgangsmaterial benutzten wir Kalbsnieren, die -— so 
rasch wie méglich nach der Schlachtung der Tiere im Schlacht- 
hofe — mittels einer eisgekiihlten Fleischhackmaschine zerkleinert 
warden. Das zerkleinerte Material wurde sofort in eisgekihlter 
Salzsiure aufgefangen, wobei auf je 1 kg Niere 1 Liter 4°/, iger Salz- 
siure kam.?) Durch Zusaiz eines dem der Salzsiure gleichen 


Volumens 5°/,iger Sublimatlésung wurde die Fillung nach 





') Trotz dieser raschen Verarbeitung mul angesichts der groBen Ge- 
schwindigkeit, mit der die postmortale Ammoniakbildung in der Kaninchen- 
niere nach den Erfahrungen von Embden u. Schumacher erfolgt, mit 
der Méglichkeit erheblicher Verluste an ammoniakbildender Substanz wiihrend 
der vom Tode des Tieres bis zum Verbringen der zerkleinerten Niere in 
Salzsiure vergehenden Zeit gerechnet werden. Diese Zeit lieB sich bei dem 
verwandten Schlachthausmaterial nicht unter 30—40 Minuten herabmindern. 
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Schenck vollendet. Die weitere Verarbeitung des am nichsten 
Tage gewonnenen Filtrates geschah ganz in der von G. Embden 
und M. Zimmermann!) beschriebenen Weise. Aus der schliet- 
lich erhaltenen, von anorganischem Phosphat und Baryt freien 
Lésung konnte nach starkem Einengen durch den Zusatz yon 
Aceton eine Fallung erzielt werden, die in den meisten Versuchen 
sehr viel langsamer und unyollstiindiger krystallisierte als bei 
Verarbeitung von Muskulatur. 

Die mit einem gelben Farbstoff verunreinigte Substanz wurde 
in heigem Wasser gelést und die filtrierte, stark gelb gefirbte 
Losung im schwefelsiiurebeschickten Exsiccator zur langsamen 
Verdunstung gebracht. Hierbei schieden sich farblose Krystalle 
aus, die in ihrem iiuBeren Verhalten groBe Abhnlichkeit mit 
Muskeladenylsiure zeigten. Die durch Absaugen gewonnene uni 
mit ganz wenig eisgekiihltem Wasser gewaschene Substanz wurile 
im Vakuum bei der 'emperatur des siedenden Athylalkohols 
iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. Ihr Schmelzpunkt lag etwas 
unter dem der reinen Muskeladenylsiure. Nochmaliges Unm- 
krystallisieren aus méglichst wenig heiBem Wasser unter nacli- 
triiglichem Zusatz von Aceton fiihrte zu schmelzpunktsreiner 
Substanz. 

AuBer durch die Schmelzpunktbestimmung erfolgte die 
Identifizierung der Substanz durch die Stickstoff- und Phosphor- 
bestimmung sowie durch den Nachweis, daB ein aus Kaninchen- 
muskulatur dargestelltes Fermentextrakt B?) 3/, der bei der 
Analyse gefundenen Stickstofimenge unter den von G. Schmidt 
niher geschilderten Versuchsbedingungen als Ammoniak in ['rci- 
heit setzte. Fiir dieses Fermentextrakt ist nach den Fest- 
stellungen von G. Embden und G. Schmidt’) die aus der 
Hefenucleinsiiure gewonnene Adenosinphosphorsaure unangreif bar. 

Vielleicht ist iibrigens in der frischen Niere ebenso wie in 
der lebensfrischen Muskulatur die Adenylsiiure an Pyrophosphor- 
siure gebunden. Dariiber werden weitere Versuche zu eit- 
scheiden haben. 


Experimenteller Teil. 


Wir haben in zwei Versuchen Muskeladenylsiiure aus lebensfrischer 
Kalbsniere rein dargestellt. 





1) Diese Z. 167, 114 und 137 (1927). 
?) Schmidt, Diese Zs. 179, 259 (1928). 
8) Diese Z. 181, 130 (1929). 
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Im ersten Versuch kamen 19,5 Liter des entquecksilberten Schenek- 
filtrates, entsprechend 6,5 kg Niere, zur Verarbeitung. Die hieraus ge- 
wonnene Menge der rohen, noch stark verunreinigten Substanz betrug nach 
dem Trocknen im Vakuumexsiccator 0,52 g. Beim Umkrystallisieren aus 
Wasser ging durch einen Unfall die Hauptwenge der Substanz verloren, 
so daB an reiner Substanz schlieBlich nur 0,070 g iibrig blieben. Diese 
Substanz diente zur Schmelzpunktbestimmung und zur Bestimmung des 
Stickstoffs und Phosphors. Ferner wurde an ihr diejenige Ammoniak- 
menge bestimmt, die unter der Einwirkung eines Fermentextraktes B (aus 
Kaninchenmuskulatur) in Freiheit gesetzt wird. 

Schmelzpunktbestimmung unter Verwendung eines abgekiirzten 
Thermometers: Die Substanz begann bei 175° zu sintern und schmolz bei 
196° unter Zersetzuny. 

Phosphor- und Stickstoffbestimmung: Zur Phosphorbestimmung 
wurden 0,0!21 g der tiber Phosphorpentoxyd bei der Temperatur des 
siedenden Athylalkohols getrockneten Substanz mit 1 cem konzentrierter 
Schwefelsiiure und Perhydrol verascht und in der Veraschungsfliissigkeit 
die Phosphorsiure als Strychnin-Phosphormolybdat bestimmt. Gewogene 
Niederschlagsmenge: 0,0972 g. 

Fiir die Stickstoffbestinmung kamen 0,0126 g der gleichen Substanz 
zur Verwendung. In einem gemessenen, aliquoten Teil — entsprechend 
1,89 mg Substanz — wurden in gut iibereinstimmenden Doppelbestimmungen 
0.3668 mg Stickstoff gefunden. 

Aus den mitgeteilten Resultaten der Phosphor- und Stickstoff bestimmung 
ergibt sich: 

Fir C,,H,,0,N;P = 347,19 Ber. 8,94°/, P 17° 

Gef. 9,00 19,41 


Wihrend die Ubereinstimmung der gefundenen und_berechneten 
Phosphorwerte eine weitgehende ist, ist der Stickstoffwert etwas zu niedrig. 
Doch lieferte das Mikro-Kjeldahlverfahren auch in der oben erwihnten 
Arbeit von G. Embden und M. Zimmermann regelmiibig etwas zu 
niedrige Werte, wihrend das Makro-Kjeldahlverfahren zu einem genauen 
Analysenergebnis fiihrte. 

Fermentative Desaminierung: 0,0100¢ der yleichen Substanz 
wurden in 6 ccm Wasser gelést und mit 5 ccm eines 3 Tage alten Ferment- 
extraktes B versetzt. Die Fliissigkeit wurde 60 Minuten bei 40° erhalten 
und alsdann das Ferment durch Zusatz von 2 cem 4 °/,iger Salzsiiure zer- 
stort. Gleichzeitig mit der Ammoniakbestimmung in dieser Fliissigkeit 
wurde eine Leerbestinmung unter Verwendung der gleichen Menge von 
Fermentlésung und Salzsiiure wie im Hauptversuch ausgefiilirt: 


N 


40 


Verbrauchte Menge N/200-NaOH in der Leerbestimmung . 9,40 ccm 
- ” » sy 9) Hauptbestimmung 3,80 cem 
Differenz 5,60 ccm 
Gefundene Ammoniakmenge . ... . . . 0,4760 mg 
Berecinete Menge fermentativ aus 0,100 g reiner 
Muskeladenylsiiure abspaltbaren Ammoniaks 0,4899 mg 
Es wurden also 97,3°/, der theoretischen Aimmoniakmenge  ge- 
funden. 


Honpe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXC. J 
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Die Analyse des aus dem 2. Versuch hergestellten Praparates ergal 
den gleichen Schmelzpunkt. Der gefundene Stickstoffwert stimmte mit 
19,69 °/, besser als bei der eben wiedergegebenen Analyse mit dem be. 
rechneten iiberein. Der Phosphorgehalt betrug 8,87 °),. 

In diesem zweiten Versuch war die Ausbeute aus 3,5 kg Niere an 
roher Substanz 0,281 g, nach einmaligem Umkrystallisieren 0,150 g. 

Der Schmelzpunkt dieser Substanz war nur wenig zu niedrig. Nach 
dem zweiten, bei Verwendung so kleiner Substanzmengen relativ verlust- 
reichen Umkrystallisieren war die Ausbeute auf annihernd 0,10 g gesunken, 
An diesem Priparat, das den richtigen Schmelzpunkt zeigte, wurde dic 
Bestimmung des Phosphors und Stickstoffs ausgefihrt. 


Zusammenfassung. 


Aus mdglichst frisch verarbeiteten Kalbsnieren konnte eine 
Adenylsiiure isoliert und mit der aus Skelettmuskulatur dar- 
stellbaren Adenylsiure, der ,,Muskeladenylsiure* nach Embden 
und Schmidt, identifiziert werden. MHierdurch wird die von 
Embden und Schumacher auf Grund von Fermentversuchen 
gehegte Vermutung, daB in der Niere Muskeladenylsdure vor- 
handen ist, bewiesen. 
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Uber ein Carotinoid aus den Samenhiillen des Spindelbaumes 
(Evonymus europaeus). 


Von 


L. Zechmeister und K. Szilard. 


’ | (Aus dem Chemischen Institut der Universitat Pécs, Ungarn.) 


(Der Redaktion zugegangen am +4, Juni 1930.) 


Der Arillus der von Anthocyan fiihrenden Kelchblittern 
ungebenen Evonymus europaeus-Frucht enthiilt ein carotin- 
artiges Pigment, dessen chemische Zusammensetzung, trotz mehr- 
tach gemachten mikrochemischen und kapillaranalytischen Beob- 
achtungen, noch aufzukliren war. Altere mikrochemische Angaben 
tindet man bei L. Courchet?), kapillaranalytische und spektro- 
skopische Messungen bei A. T'schirch.?) W. N. Lubimenko und 
W. A. Brilliant haben aus alkoholischen Extrakten stammende 
Krystalle unter dem Mikroskop beobachtet, abgebildet und mit 
dem Namen ,Carotin #“ belegt.’) Uber die Beziehung ihres 
Priparates zum Mohrriibenfarbstoff ist indessen nichts bekannt 
geworden. H. Kylin kam, auf Grund von neuen kapillar- 
aualytischen Untersuchungen iiber das Wesen des Evonymus- 
pigments zu folgendem Schlu8‘): ,,.Die Farbdiagramme zeigen das 
Vorhandensein von Xanthophyll und Phyllorhodin. Daneben ist 

-uoch ein carotinoider Farbstoff in nicht geringen Mengen vor- 

'handen, der unterhalb dem Platze des Carotins ein orange- 
farbiges Band gibt. Reiche Mengen fettartiger Substanz haben 
die Untersuchung dieses Farbstoffes erschwert. Carotin ist viel- 
leicht in geringen Mengen vorhanden.“ 


') Ann. d. sciences natur. Sér. 7, 7, 263 (1888); vgl. auch L.S. Palmer, 
Varotinoids and related pigments, New York (1922). 

*) Ber. d. d. botan. Ges, 22, 414 (1904). 

*) Die Farbung der Pflanzen, Leningrad (1924), 8. 97, Fig. 12 [russisch}: 
WV. N. Lubimenko, Mém. Acad. Pétrograde, Sér. 8, 33 (1916). 

*) Diese Z. 163, 229 und zwar 246 (1927). 
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Unsere Versuche bezweckten, den Hauptfarbstoff dey 
reifen Samenhiillen in gréBerer Menge und in vollkommener 
Reinheit abzuscheiden, zur Ermittlung seiner Zusammensetzung 
und MolekulargréBe. Wie weiter unten gezeigt wird, ergaben 
S80 kg der frischen Frucht (einschlieBlich Kelchblitter) rund 


ke Arillen und daraus 2,5 g eines sehr schén krystallisierten 
Farbstoffs. Die Ausbeute, die sich noch steigern laBt, betrug 
bei den besten Ansiitzen rund die Hilfte des colorimetrisch er- 
mittelten Pigmentgehaltes. 

Wird eine alkalische Behandlung des atherischen Rohextraktes 
vorgenommen, so zeigt die darauf folgende Entmischungsprobe, dati 
kein Carotin, sondern ein sauerstoffhaltiger Kérper vorliegt. In 
der Tat ist der Hauptbestandteil des Pigmentes ein Isomeres 
des Xanthophylls, von der Zusammensetzung C,,H,,0,, welches 
an Blattxanthophyll erinnert, aber in manchen Ziigen deutlich 
davon abweicht. Ks ist schwerer léslich, um etwa 30° hoher 
schmelzend, charakteristisch krystallisiert und linksdrehend. Nach 
allen bisherigen Befunden halten wir diesen Evonymusfarbstoff fiir 
identisch mit dem von P. Karrer, H. Salomon und H. Webrli? 
entdeckten, sodann von P. Karrer, H. Wehrli und A. Helfen- 
stein’) ausfiihrlich beschriebenen Maisfarbstoff Zeaxanthin, den 
wir jiingst auch als Spaltprodukt des Bocksdornpigmentes er- 
hielten.*) 

Es wurde bereits mitgeteilt, daB sauerstoffhaltige Carotinoide 
nicht, wie bisher allgemein angenommen, stets frei in der Pflanze 
vorliegen, sondern sich, durch Vermittlung ihrer Hydroxylgruppen, 
mit Fettsiuren verestern kénnen. Die Gewebslipoide werden 
dann von einem Farbwachs begleitet. Es ist wohl anzunehmen, 
dab solche Farbstoffester Zwischenprodukte der natiirlichen 
Fett- und Wachssynthese sind. Man kann sich ihre Rolle z. B. 
so vorstellen, daB das durch Zusammentritt von Isoprenketten 
aufgebaute, hydroxylhaltige Carotinoid, die gleichzeitig im Gewebe 
entstehenden oder dort schon vorliegenden Fettsiuren als Ester 
abfiingt, um sie dann im Wege eines enzymatischen Umesterungs- 
prozesses an farblose Alkohole bzw. an Glycerin weiterzugeben. 

Kinige Beobachtungen deuten darauf hin, daB das Samenhiillen- 
pigment des Spindelbaumes ebenfalls in die Klasse der Carotinoil- 


') Helvet. chim. Acta 12, 790 (1929). 
2) Helvet. chim. Acta 13, 268 (1930). 
') Zechmeister u. v. Cholnoky, Diese Z. 189, 159 (1930); Liehigs 


Ann. 453, 42 (1830). 
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ester gehért, und daB die in dieser Mitteilung beschriebene 
Xanthophyllart nicht der unversehrte Farbstoff ist, sondern nur 
dessen alkoholische Komponente. Wir hoffen, bald niiheres dariiber 
berichten zu kénnen. 


Versuehe. 


Ausgangsmaterial. Das frisch gesammelte Material (Samen 
samt Kelchblattern und Stengeln) wurde an der Luft aus- 
sebreitet und bei 30—35° innerhalb einer Woche getrocknet. Die 
ziegelroten Samen fielen nun leicht heraus und waren fiir die 
weitere Verarbeitung hinreichend trocken. Ihre Menge betrug 
z, B. 2 kg aus 8 kg der frischen Droge. Man trennt die Samen- 
hiillen zweckmiBig durch Abschaben, mit Hilfe eines scharfen 
Draltsiebes und gewinnt so die Arillen in Form einer, aus rot- 
stichig gelben, sehr fettreichen Stiickchen bestehenden weichlichen 
Masse (800 g, rund 4°/, des Ausgangsmaterials). Der Farbstoft 
dieses Produktes unterliegt besonders leicht einer Autoxydation, 
die Hiillen miissen deshalb bald weiter verarbeitet werden. 

lsolierung des Farbstoffes. Die Arillen wurden unter 
Zuleitung von Kohlensiiure mit 3 Liter Ather im Verlaufe von 
24 Stunden perkoliert, bis das Liésungsmittel fast farblos ablief. 
§ei mehreren (aber nicht allen) Versuchen erschienen schon beim 
“inengen der Liésung Krystalle. Fiir die Zwecke der vorliegenden 
Versuchsreihe wurde indessen stets eine alkalische Behandlung 
vorgenommen, niimlich durch eintiigiges ruhiges Stehenlassen des 
Perkolates, tiber 200 ccm 30°/,iger methylalkoholischer Kalilauge, 
bel etwa 25° Es erscheint eine gelbe, voluminése Fillung, die 
durch Ablassen der Unterschicht nur teilweise entfernt wird. Man 
liBt nun an den Wandungen des Scheidetrichters sehr vorsichtig 
Wasser hinunterlaufen und bringt so den Rest der Seife in 
Lisung. Schiitteln der Fliissigkeit wiirde listige EKmulsionen 
lervorrufen. Mit der itherischen Schicht wird die ganze alkalische 
Behandlung wiederholt. Die vollends ausgewaschene und mit 
Natriumsulfat entwiisserte, tiefrote, klare Lésung dampft man 
auf 1/) ihres Volumens ein. 

Schon aus der warmen Fliissigkeit schieben lange, rote Pris- 
ien hervor, die sich beim Abkiihlen rasch vermehren und bei 0°, 


imnerhalb eines halben Tages, teils zu 1—2 mm langen Krystallen 
«nwachsen. Es ist sehr listig, den Farbstoff durch Absaugen 
4. gewinnen, da die Mutterlauge nur langsam abliuft und die 


\rystalle G6lige Verunreinigungen aus der visciéser werdenden 
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Lisung aufnehmen. Die Zentrifuge hilft tiber diese Schwierigkeit 
hinweg. Man zentrifugiert 10-—15 Minuten lang bei einer Touren- 
zahl von 2500, reibt den abgeschleuderten Farbstoff mit gut ge- 
kiihltem Ather an und zentrifugiert noch einmal. SchlieBlic! 
wird abgenutscht und das schéne Priiparat mit eiskaltem Ather 
gewaschen. 

Die Ausbeute betrug z. B. 0,3 g aus 300g Samenhiillen, 
entsprechend 2 kg Samen. 

Identifizierung. Das wie oben bereitete Rohprodukt ist 
schon ziemlich rein, es schmiizt bei 201° (korr., im Berlblock, 
liefert aber beispielsweise um 1°/, zu tiefe Kohlenstoffwerte, bei 
richtiger Wasserstoffzahl. Zur Analyse wurde der Evonymus- 
farbstoff entweder aus viel Ather, dann aus viel Methylalkoho| 
umkrystallisiert (Priiparat I), oder bei 45° in mdglichst wenig 
Chloroform gelést, durch Zusatz von niedrig siedendem Petroi- 
iither fast vollstiindig wieder gefallt und dann aus Holzgeist um- 
krystallisiert (Priparat II). Die so vorbereiteten Substanzen e:- 
reichen in 2—3 Tagen Gewichtskonstanz (iiber Phosphorpentoxy 4 
und Paraffin, im mit Kohlensiiure gefiillten und dann evakuierte: 
Exsiccator). 

0,0916 ¢ Substanz (Prip. I) gaben 0,2828 g CO,, 0,0828 g H,0. 


So 
0,1010 g ™ ( , ID, 0,3122 g CO,, 0,0904 g H,0. 
C,H,,0; Ber. 84,44 °/, C 9,93 °/, H 
Gef. 84,20, 84,30 10,11, 10,01. 


Mit Riicksicht auf die Schwerliéslichkeit der Verbindung wurde da: 
Molekulargewicht nach der Mikromethode von K. Rast ermittelt. 
8,2 mg Substanz gaben in 92,4 mg Campher (4 = 40): 4 = 5,9°, 6,3’, 
Os I al 
Cy HO. Ber. M 568 Gef. M 602, 563, 546, 582, im Mittel 57°. 
Spektrum. Gitterspektroskop, 5 mg Farbstoff in 1 Liter Lésung. 
a) In Schwefelkohlenstoff. 


Schichtdicke 10 mm: I. 523—506,5 Il. 491—473 wu 
* 20mm: I. (529), 524—506,5 Il. 492—473 
b) In Athylalkohol. 
Schichtdicke 10 mm: I. 492—473 Il. 457—442,5 
™ 20mm: I. 492,5—473 IT. 458—443 


Diese Zahlen weichen zwar stellenweise ein wenig von (dec. 
entsprechenden Daten des aus Lycium halimifolium gewonnene: 
Zeaxanthins ab, was aber nur auf der Verschwommenheit de: 
Konturen beruht. Beim direkten Vergleich der beiden Spektre: 
erscheinen dieselben als vollkommen identisch. 
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Drehungsvermdégen in Chloroform. 
Mit Riicksicht auf die Kleinheit der Drehungswinkel besitzen nach- 
stehende Zahlen nur einen orientierenden Wert. 


[«]a® = — (100 x 0,08): (1 x 0,127) = — 63°(+ 20°),). 


Beschreibung. Das Evonymus-Zeaxanthin bildet, makro- 
skopisch betrachtet, ein feurig-rotes, seidenartig glanzendes Krystall- 
pulver bzw. ein verfilztes Krystallgewebe. Der Habitus der 
Krystallindividuen ist groBen Schwankungen unterworfen. Aus 
Weingeist: glianzende Tiifelchen, unter dem Mikroskop carotin- 
artige, briunlichgelbe Rhomboeder, die bei der Uberdeckung 
orange bis rubinrot erscheinen, je nach der Schichtdicke. Aus 
Methylalkohol: mikroskopische, gelbe, lange Prismen, meist schiet 
ubgeschnitten; schwalbenschwanzartige Einkerbungen kommen viel 
seltener vor als bei entsprechenden Abscheidungen des Blatt- 
xanthophylls. Krystalle aus Schwefelkohlenstoff besitzen eine 
bedeutend rétere Farbe. Rasch aus Alkoholen gefillte Priparate 
bilden hingegen ein goldgelbes Pulver. Der Schmelzpunkt liegt 
bei 203° (korr., im Berlblock); um 2° niedriger schmelzende 
Kraktionen zeigen bereits die richtige Zusammensetzung. Die 
Lislichkeitsverhaltnisse unserer Priiparate stimmen mit denjenigen 
des Maisfarbstoffes von P. Karrer, H. Webhrli und A. Helfen- 
stein (a. a. 0.) ttberein. In Methylalkohol und in Ather lést sich 
der Kérper schwerer als Xanthophyll. 

Die reinsten Praiparate werden nicht entfirbt, wenn man 
ihre Lésung in EHisessig 24 Stunden lang kocht. Setzt man aber 
in der Kalte Platinmohr hinzu, so geht die Farbintensitit inner- 
lalb eines halben Tages weitgehend zuriick; das schéne Tingier- 
vermégen verschwindet und macht einer uncharakteristischen, 
griinlichen Farbung Platz. 

Die Farbreaktionen erinnern im allgemeinen an Carotin und 
Xanthophyll. Eine bestindige, dunkelblaue Farbung erhilt man 
durch Unterschichten der Chloroformlésung mit konzentrierter 
Schwefelsiure, auch in Gegenwart von Acetanhydrid. Mit Salpeter- 
siure schligt die anfangs blaue Farbe in Griin um und verblabt 
dann. Geschmolzene Trichloressigsiure lést mit griinlicher Nuance, 
die rasch in Tintenblau umschligt. 

Nebenfarbstofte konnten bisher nicht isoliert werden. Die 
Mutterlauge des rohen Zeaxanthins liefert ein ihnliches Spektrum 
wie die entsprechend starke Lésung des reinen Farbstoffes, doch 
sind die Konturen der Binder auftallend verschwommen. 
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Uber eine Anomalie des Kupferstoffwechsels. ') 
Von 


Felix Haurowitz. 


Aus dem Mediz.-chemischen Institut der Deutschen Universitat in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Juni 1930.) 


I. Bemerkungen tiber den normalen Cu-Stoffwechsel. 


Uber den Cu-Stoffwechsel des Menschen haben Arbeiten der letzten 
Jahre Klarheit geschaffen. Nach diesen Arbeiten enthalten alle normalen 
Nahrungsmittel Cu, im Durchschnitt etwa 0,2—0,4 mg-°/).2) Den héchsten 
Cu-Gehalt findet man in der Leber; dagegen enthilt Milch sehr ge- 
ringe Mengen Cu (etwa 0,015 ing-°,,). Eine Verarmung des Neugeborenen 
an Cu ist jedoch nicht zu befiirchten, denn die fétale Leber enthiilt be- 
sonders groBbe Cu-Mengen.’) Es herrschen also ahnliche Verhiltnisse wie 
beim Kisen, indem der Cu-Mangel der Milch durch den groBen Vorrat 
der fetalen Leber kompensiert wird.*) 

Auf Anregung des Institutsvorstandes, Herrn Prof. R. Zeynek, wurden 
die eben wiedergegebenen Angaben der Literatur im hiesigen Institut durch 
Dr. Géza Krausz nachgepriift und bestitigt. Dr. G. Krausz fand (un- 
verOffentlichte Versuche): beim Erwachsenen im Mittel 0,34 mg-°/, Cu_ in 
der Leber, beim Neugeborenen 0,67 mg-°/, und beim Fétus 1,97 mg-’,, Cu: 
in der Frauenmilech fand er 0,070 mg-°/). 


II. Cu-Gehalt der Organe bei Wilsonscher Krankheit 
(= Westphal-Striimpellsche Pseudosklerose). 


Bei dieser sehr seltenen Erkrankung hatte Rumpel5) in der 
Leber hohe Mengen Cu, niimlich 4,95 mg-°/, gefunden, ferner 
, ’ a ’ 
2,2 mg-°/, Ag, in der Niere etwa ebenso groBe Mengen. kr 
sieht diese Metalle, vor allem Ag, als Ursache des pigmentierter 
Ringes an, den man bei Patienten mit Pseudosklerose am limbus 
5 ’ 


corneae beobachtet (Fleischerscher Ring). 


') Uber einen Teil der Ergebnisse wurde in der Sitzung des Vereins 
Deutsch. Arzte in Prag am 24. I. 1930 berichtet. 

*) Vgl. Lindow, J. of biol. Chem. $2. 465 (1929) 

) van Italieu, van Eck, Pharm. Weekbl.51, 1157(1912); MeHargue. 
Amer, J. Physiol. 42, 583 (1925). 

‘) Vel. Andrianoff u. Ansbacher, Deutsch. med. Wochenschr. 5%, 
S357 (1930), zitiert nach Chem. Z. 1930, I, 3450. 

) Z. f. Nervenheilkunde 49, 54 (1913). 
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Im Friihjahr 1929 kam ein Fall von Pseudosklerose in die 
Behandlung der II. Medizinischen Klinik der Deutschen Universitiit 
Prag (Prof. Nonnenbruch), kurz danach ein zweiter auf die 
|. Medizinische Klinik (Prof. Schmidt). Beide hatten den Corneal- 
ring. Beide Patienten gingen nach kurzer Zeit zugrunde. Auf 
Anregung von Dozent Dr. J. Kubik (Deutsche Universitiits-Augen- 
klinik) wurden ihre Organe zur Nachpriifung der Schwermetall- 
befunde Rumpels chemisch untersucht. 


Methodik. 400g Leber und 280 g Niere wurden in je einer Quarz- 
schale getrocknet, vorsichtig verkohlt, die Kohle mit HNO, ausgezogen, 
schwach gegliiht und dieser Vorgang mehrmals wiederholt. Der geringe 
unlésliche Riieckstand wurde mit Soda geschmolzen, die Schmelze in HCl 
celést, filtriert, der unlésliche Riickstand, der zum grébten Teil aus EKisen- 
oxyd bestand, mit konzentrierter HCl aufgeschlossen, mit Wasser verdiinnt, 
filtriert; der nun yollkommen weibe, Fe-freie Riickstand wog 1,108 mg 
Leber) baw. 0,623 mg (Niere). Er war unléslich in KCN und wurde durch 
Hydrazinhydrat nicht dunkel gefiirbt, war also frei von Ag; er bestand im 
wesentlichen aus SiO, und stammte wohl zum Teil aus der Wand der Quarz- 
schalen. — Die salpetersauren Ausziige wurden vereinigt, eingeengt und 
mit HCl versetzt; es entstand keine Triibung. 

In klieinen Stiieken der gleichen und anderer Organe wurde ferner 
Cu und Fe nach der kiirzlich von Schénheimer!) beschriebenen Methode 
bestimmt und folgende Werte gefunden. 


Cu- und Fe-Gehalt der Organe von Fall I und Fall II von Wilsonscher 
Krankheit. 




















ae 
Organ ee mg Cu j[mg-?/, Cul mg Fe |img-°), Fe 

ge a a ee 0,34 0,020 5,9 0,18 53 
Stammgangl. 1... 2,0 0,056 2,8 0,16 8 
ere 10,0 0,480 4,8 

Mila oo... . . | 10,0 0,052 0,52 

Lymphknoten II. . 1,7 0,015 0,88 

Stammgangl II... 2,0 0,062 3.1 0,21 10,5 
Stammgangl., normal . 2,0 0,011 0,55 0,19 9,5 


Krgebnis der Analyse. Wir fanden in den Organen keine 
Spur von Ag. Die Ergebnisse von Rumpel sind wahrscheinlich 
auf Ag-Medikation zuriickzufiihren, keineswegs als typisch fiir die 
Pseudosklerose anzusehen. Dagegen lie8 sich die von Rumpel 
gefundene Vermehrung des Cu in allen Fillen bestitigen. Der 
Cu-Gehalt der menschlichen Leber betragt normal 0,1—0,4 mg-"/, ; 
nach Schénheimer?) steigt er bei Hiimochromatose und bei 


") Diese Z. 180, 255 (1929). ) Ax G. 
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Hannotscher Leberzirrhose auf 0,7—2,0 mg-°/,, parallel damit 
Fe von etwa 0,06°/, auf 1°). In den beiden hier untersuchten 
Killen von Wilsonscher Krankheit enthielt die Leber etwa das 
12— 60 fache der Norm an Cu. Fe war jedoch nicht vermehrt, s0 
daB die Cu-Vermehrung eine andere Ursache haben diirfte als jene 
bei Hiimochromatose bzw. Hannotscher Zirrhose. — Es hande!: 
sich auch nicht etwa um eine generelle Ablagerung von Cu im 
Reticuloendothel, denn Milz und Lymphknoten waren relativy arm 
an Cu. — Man kénnte daran denken, daB die Leber bei Wilson- 
scher Krankheit infolge ihrer schweren anatomischen Veriinde- 
rungen nicht mehr imstande ist, das ibr zugefiihrte Nahrungs- 
kupfer weiterzuleiten. Dagegen spricht jedoch die Cu-Ver- 
inehrung in dem zweiten bei dieser Erkrankung anatomisch vev- 
imderten Organ, den Stammganglien des Grofbhirns. Der Fe- 
(sehalt der Stammganglien war normal. 

Die Fraktionierungsversuche von Turnwald und Hauro- 
witz') hatten bereits ergeben, daf® sich Cu in der Leber in ver- 
schiedenen Fraktionen findet, im Lipoidanteil, im wasserlésliche 
Anteil und im unldéslichen Riickstand. — Dies war auch hier de: 
Kall; ein Teil des Kupfers lieB sich durch Pepsin-HCl in Lésuny 
bringen, ein anderer Teil blieb in dem Unverdaulichen gebundeo. 
Von dem gelisten Cu war nur ein Teil dialysabel, ein anderer 
adialysabel, vermutlich komplex an Peptone gebunden. — Die 
groben Cu-Mengen lieBen an das Vorkommen von Cu-Porphyrine:: 
denken; solche wurden jedoch nicht gefunden. 


Methodik. 100g Leber II mit Alkohol entwissert, mit 500 cc: 
03°, HCl und 1g Pepsin Merck bei 40° verdaut, nach 20 Tagen mit 
NaOH neutralisiert, zentrifugiert; der unverdaute Niederschlag enthie!: 
0,60 mg Cu, die iiberstehende Fliissigkeit 0,48 mg dialysables und 0,96 mz 
adialvsables Cu; Dialyse in Kollodiumhiilsen. 

35 g Leber II zerkleinert, mit Alkohol, dann mit Ather extrahiert. 
schlieBlich mit Pyridin. Keiner dieser Extrakte zeigte das fiir Cu-Por- 
phyrine typische Spektrum mit dem scharfen Absorptionstreifen im griinen 
Spektralteil. 

Zusammenfassung. 

Bei 2 Fallen von Wilsonscher Krankheit wurde eine Er- 
héhung des Cu-Gehaltes in der Leber und in den Stammgangliec: 
gefunden. Die Leber enthielt 5,9 baw. 4,8 mg-°/, Cu (Normalwert 
etwa 0,3 mg-°/,), die Stammganglien 2,8 bzw. 3,1 mg-°/, Cu(Nerma.- 
wert etwa 0,55 mg-°/,). Der Fe-Gehait der Organe war norm. 


') Diese Z. 181, 176 (1929). 
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Uber Konchoporphyrin, sowie Uberfiihrung von Protoporphyrin 
aus Malz in Mesoporphyrin IX. 
Von 
H. Fischer und Karl Jordan. 


Mit 3 Figuren auf Tafel IJ. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen. 


(Der Redaktion zugegangen am 5. Juni i930.) 


Herr Kollege Hausmann in Wien hatte die groBe Liebens- 
wiirdigkeit, uns Muschelschalen, die durch schéne, wohl auf ein 
Porphyrin zuriickzufithrende Rotfluorescenz im ultravioletten Licht 
ausgezeichnet seien, zuzusenden, die die Bezeichnung ,,Venezuela 
Lingah* trugen. Wahrscheinlich handelt es sich um die in Mittel- 
und Siidamerika bekannte Perlmuschel Pteria (= Avicula, = Mar- 
garitifera) radiata (Lamarck), wie uns durch Vermittlung von Herrn 
Professor von Frisch (Miinchen) Herr Professor Rensch vom 
Zoologischen Institut der Universitit Berlin mitteilte. Eine vollig 
sichere Determinierung war nicht méglich, da die breiten, irisieren- 
den Randpartien abgebrochen waren. Der Farbstoff sitzt haupt- 
siichlich in der obersten iiuBersten Schicht, der ,,Mpidermisschicht", 
denn durch Abkratzen konnte leicht das fluorescierende Material 
abgetrennt werden. Mit Salzsiure ging aus diesem Material das 
Porphyrin mit roter Farbe in Lésung mit charakteristischem 
Porphyrinspektrum und Rotfluorescenz im Ultralicht. Aus dieser 
Lésung gelang es nicht, das Porphyrin mit Natriumacetat in 
Ather zu treiben, wadicatels ein Porphyrin der Uroreihe méglich 
schien, Aus der salzsauren Lisung kann man mit Natriumacetat 
den Farbstoff ausflocken und als Ester in iiblicher Weise krystalli- 
sieren, aber ebenso wie friiher bei der Gewinnung des Ooporphyrins 





') XXIV. Mitteilung vgl. Diese Z. 185, 83 (192%). 
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aus den Eierschalen!) und dem Uroporphyrin aus Ixnochen?) 
machte die Entfernung der Kalksalze Schwierigkeiten und wir 
erhielten kein aschefreies Priiparat. Durch Anwendung der dort 
angegebenen Methoden gelang es dann mit Hilfe von methyl- 
alkoholischer Schwefelsiure bzw. methylalkoholischem Chlor- 
wasserstoff den Farbstoff in langen, diinnen Prismen als Ester 
krystallisiert zu erhalten (vgl. die Abbildungen aut Tafel I); eine 
veringe Menge Asche enthielt das Praparat allerdivgs doch noch, 
Der Schmelzpunkt des Esters liegt bei 271—272% Die Elementar- 
analysen stimmten gut auf den Formelausdruck C,,H,,N,O,,. 
Auch nach der Methoxylbestimmung sind fiinf Carboxylgruppen 
enthalten, also liegt ein Porphyrin C,,H,,N,O,, zugrunde. Kopro- 
porphyrin hat die Zusammensetzung ©,,H,,.N,O, und demgemib 
kann es sich um ein carboxyliertes Koproporphyrin handeln. 

Kiir das neue Porphyrin schlagen wir den Namen ,,Koncho- 
porphyrin® vor, abgeleitet vom lateinischen ,,concha“, das Muschel- 
tier bzw. die Muschelschale. (Bei Ableitung aus dem Griechisclicn 
miiBte der Name ,Congchoporphyrin“ gewihlt werden, der zu 
Mifverstiindnissen Veranlassung geben koénnte.) 

Was die Konstitution des neuen Porphyrins anlangt, so 
deutet die elementare Zusammensetzung bereits auf verwandt- 
schaftliche Beziehungen zum Koproporphyrin hin. Von Kopro- 
porphyrinen sind vier Isomere theoretisch méglich, die alle vier 
synthetisiert sind und so war die weitere Aufgabe die, die Penta- 
carbonsiiure in eine Tetracarbonsiiure itiberzufiihren, wobei die 
angewandten Methoden médglichst schonend sein muBten, denn 
alles in allem stenden uns an krystallisiertem Ester nur 35 mg 
Substanz zur Verfiigung. Die Atherunléslichkeit wies auf Ver- 
wandtschaft mit den Uroporphyrinen hin. In diesem Fall mubte 


eine Carboxylgruppe lockerer gebunden sein, denn bei allen vier 


isomeren Koproporphyrinen sind ja die Carboxylgruppen stabil 
im Gegensatz zu den Uroporphyrinen, die sich nach vielen 
Methoden decarboxylieren lassen. 

Beim Uro- und Isouroporphyrin ist die mildeste Methode 
die von H. Fischer und Zerweck*), mit Hilfe von 1°/,iger HU! 
im Bombenrohr die Decarboxylierung zu vollziehen, wie wir uns 
in einer Reihe von Versuchen iiberzeugten. In der Tat gelang 


}) Diese Z. 131, 241 (1923) bzw. 138, 262 (1924). 
*) Diese Z. 150. 44 (1925). 
) Diese Z. 137, 242 (1924); vgl. auch 97, 117 (1916) u. 149, 65 (1929.. 
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auch hier die Decarboxylierung und es konnte leicht Kopro- 
porphyrin I-#ster in reinem krystallisiertem Zustand (vgl. die 
Abbild.) gewonnen werden. Der Ester hatte zwar einen um 10° 
niedrigeren Schmelzpunkt. Der Mischschmelzpunkt mit Kopro- 
porphyrin i-Ester gab jedoch keine Depression. Alle Kigen- 
schaften stimmten mit Koproporphyrin iiberein, speziell war bei 
der Projektion der Spektren iibereinander vollkomimene Identitiit 
vorbanden und auch die krystallographische Untersuchung von 
Herrn Professor Steinmetz, dem wir auch an dieser Stelle 
bestens danken, ergab Ubereinstimmung. 

Hiernach gehért das Konchoporphyrin mit Sicherheit zum 
Atioporphyrin I-Typ und die wahrscheinlichste Formulierung ist 
die folgende: 





_-COOH 
H,C———(CH, -CH H,C——— CH, CH, -COOH 
ro COOH | | 
= H— eee eee 
——" — 
/ x x \ 
HC CH 
\\ NH NH 
~= ——-CH.- 
HOOC-H,C-H,C cH, HOOC-H,C-H,C-—— CH, 


Die Formel ist bewiesen bis auf die Stellung einer Carboxyl- 
gruppe im Pyrrolkern I. Diese kénnte auch in (-Stellung im 
Propionsiurerest sitzen; auch das Haften an einer der vier 
Methylgruppen oder einer der vier Methingruppen kiime in Frage, 
aber die letzteren Moéglichkeiten sind sehr unwahrscheinlich. Auf 
analytischem Wege wiire der Konstitutionsbeweis durch Abbau 
zur carboxylierten Himatinsiiure im Sinne obiger Formel ent- 
scheidbar, aber leider reicht das uns zur Verfiigung stehende 
Material nicht fiir diese Untersuchung. Aus demselben Grunde 
begniigten wir uns auch mit der Feststellung der Méglichkeit der 
Kiseneinfiithrung, die spektroskopisch konstatiert wurde. Hiimo- 
chromogenspektrum: I. 551,1, II. 520,9. Diese Werte stimmen 
mit dem Kisensalz des Uroporphyrins fast iiberein und es ist 
iiberhaupt die auBerordentliche spektroskopische Abhnlichkeit, 
nahezu Identitit mit dem genannten Porphyrin auffallend. Often- 
bar hat der Eintritt einer Carboxylgruppe fast denselben Effekt 
wie der von vier Carboxylgruppen und stimmt das auch mit 
unseren sonstigen Erfahrungen iiberein. Atioporphyrin, seine 
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Dicarbonsiiure Mesoporphyrin und seine Tetracarbonsiure Kopro- 
porphyrin sind ja spektroskopisch praktisch identisch. 

Von groBem Interesse wird die Frage sein, ob Koncho- 
porphyrin auf Knochen aufziehen kann und wie die sensibili- 
sierende Wirkung ist. Wir hoffen iiber diese und andere Liicken 
der Untersuchung mit synthetischem Material bald nihere Aus- 
kunft geben zu kénnen und ziehen es vor, die geringe Menge an 
Ester, die wir noch besitzen, fiir Vergleichszwecke aufzubewahren. 
Die Synthese wird hoffentlich nicht auf allzu groBe Schwierig- 
keiten stoBen, denn von einem Korper obiger Formulierung sind 
Isomere nicht méglich, wenn man die Verteilung der Doppel- 
bindungen im Porphinsystem als konstant annimmt. 

Interessant ist das Vorkommen dieses dem Atioporphyrin 1- 
T'yp entsprechenden Porphyrins in der Perlmuschel und die 
partielle Carboxylierung des Koproporphyrins, die hier nachi- 
gewiesen ist, ist wieder eine weitere Stiitze fiir die Beweisfiithrung 
ler Abstammung des Uroporphyrins von Koproporphyrin dure) 
sekundire Carboxylierung. Auch beim Patienten Petry sind 
Beobachtungen fiir das Auftreten von solchen Zwischenprodukten 
gemacht worden, so von H. Fischer.!) Es wurde ein in Ather 
unlésliches Porphyrin aus Harn neben Uro- und Koproporpbhyrin 
isoliert, dessen Ester bei 240° schmolz. Damals wurde der 
Kérper als ein Porphyrin mit vier Carboxylgruppen angesprochen. 
Die Analysen stimmen aber viel besser auf fiinf Carboxylgruppen. 
Wir geben zur Ubersicht die Zahlen an: 

Fiir C,.Hy,N,O,o 
Ber. C 65,60%, H 628°, N 7,299, OCH, 20,17°, 
Gef. ,, 65,86 ,, 6,39 » 7,69 , 16,1 bzw. 16,99 °/, 


Fiir Koproester berechnet sich: 
C 67,57 %/, H 6,53 °/, N 7,89 % OCH, 17,45 °/, 


Die Elementaranalysen bestiitigen also, daB Koproporphyrin 
auf keinen Fall vorliegen konnte. Nur die Methoxylbestimmungen, 
bei deren Berechnungen die Korrektur nach A. Friedrich?) be- 
riicksichtigt wurde, stimmen mit Koproester iiberein, aber damals 
wurden ja sowohl beim Uro- wie Koproester die Methoxylzahlen 
durchaus zu niedrig gefunden, so da der wirkliche Wert mit 
Sicherheit héher lhegt. Die Klementaranalyse aber ist mit Kopro- 


') Diese Z. 96, 166 (1915). 
*) Diese Z. 163, 141—148 (1927). 
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ester nicht vereinbar. Auffallend ist nur der Schmelzpunkt von 
240°, der darauf hinweist, daB dieses Porphyrin jedenfalls nicht 
identisch ist mit dem Konchoporphyrin. Leider war von dem 
Material zum direkten Vergleich nichts mehr vorhanden. Auch 
aus dem Harn Molzberger?) konnte im Jahr 1916 ein ither- 
unléshches Porphyrin vom Schmelzp. 269—270° isoliert werden, 
jessen spektroskopische Werte allerdings von denen des Koncho- 
porphyrins abweichen. 

Spater wurde dann’) nochmals aus Petryharn ein ither- 
unlésliches Porphyrin mit dem Esterschmelzp. 270° beobachtet, 
dessen Schmelzpunkt mit dem des Konchoporphyrins_ iiberein- 
stimmt. Das damals isolierte Material reichte zur Analyse nicht 
aus und wir weisen nur deshalb auf die Beobachtungen hin, weil 
immerhin die Moéglichkeit gegeben ist, daB bei Porphyrinfillen 
wieder diese Porphyrine zur Beobachtung gelangen und dann 
identifiziert werden kénnen. Auch diese Untersuchung ist ein 
neuer Hinweis auf die weite Verbreitung der Porphyrine vom 
Atioporphyrintyp I im Tierreich und es ist sicher von groBem 
luteresse, auch Muscheltiere selbst zur Untersuchung auf Por- 
phyrine und die Art ihres Haémins zu bringen; leider haben wir 
bis jetzt kein Material bekommen kénnen. Nahe lag es auch, 
weitere Muschelschalen auf Porphyringehalt zu untersuchen und 
wiederum erhielten wir durch Herrn Professor von Frisch von 
Herrn Studienrat L6weneck aus der Zoologischen Staatssammlung 
in Miinchen einige Muschelschalen leihweise zur Verfiigung ge- 
stellt. Wir danken beiden Herren auch an dieser Stelle herzlichst. 

Avicula lentigenosa und Avicula castanea fluorescieren priichtig 
rot, besonders die letztgenannte. Placuna sella und Pinna nobilis 
zeigen keine tiber die ganze Schalenfliiche verbreitete Rotfluores- 
cenz; hier konzentrierte sich der fluorescierende Koérper auf den 
Wirbel der Muschel. Auf der Innenseite, der perlmutterglinzenden 
Seite, war keine Rotfluorescenz zu beobachten. Leider haben 
wir von dem Material nicht soviel bekommen kénnen, um die 
chemische Untersuchung durchzufihren. 

Auch die histologische Untersuchung mit Hilfe des Fluorescenz- 
uikroskopes wire von besonderem Interesse, denn die ,,Epidermis‘, 
die das Porphyrin ausschlieBlich enthilt, wird ja von dem Wirbel 
eus entwickelt. 


~ 


') Diese Z. 137, 235 (1924). 
*) Diese Z. 137, 209 (1923). 
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Dagegen zeigen die Schalen der Weinbergschnecken und 
anderer bei uns vorkommender Schnecken deutliche Fluorescenz. 
Feststellungen, die bei anderen Schneckenschalen bereits von 
Kurreg und Querner!) erhoben worden sind. Nach unseren 
Untersuchungen scheint es sich hier nicht um Porpbyrine zu 
handeln, vielleicht um Chlorine. 

Das Konchoporphyrin bestiitigt wieder die weite Verbreitung 
der Porphyrine des Atioporphyrin I-Typ. Um so auffallender ist 
es, daB bis jetzt weder Koprohiimin I noch Himin I eindeutiy 
in der Natur beobachtet sind. 

Hiimin IJ] wurde zum erstenmal von H. Fischer und Hilger’ 
spektroskopisch in der Hefe beobachtet und einige sparliche 
Krystalle erhalten, wihrend das Protoporphyrin spektroskopisch 
und als Natronsalz des 6fteren im Laufe unserer Hefeuntersuchungen 
festgestellt wurde. Himin wurde dann aus Hefe krystallisiert ab- 
geschieden*) und krystallographisch und durch Elementaranalyse 
mit tierischem Hiamin identifiziert. Porphyrine wurden auch in 
zahlreichen Pflanzen aufgefunden, womit zum erstenmal der Be- 
weis erbracht war, daB die Pflanze das Porphinsystem syntheti- 
sieren kann. 

Von Keilin‘) wurde das Cytochrom aufgefunden, seine weite 
Verbreitung festgestellt und der Nachweis des Himochromogen- 
spektrums in der Pianzenwelt erbracht. 

Schumm) gelang es dann, aus Haferflocken durch be- 
handlung mit Hydrazin—Eisessig Protoporphyrinester vom Schmelz: 
punkt 219° zu beobachten, der beim Mischschmelzpunkt mit 
analysenreinem Protoester keine Depression gab. Wir haben 
die Untersuchung wiederholt und aus Haferflocken einen Proto- 
ester vom Schmelzp. 215,5° erhalten, der beim Mischschmelzpunkt 
mit Protoporphyrinester keine Schmelzpunktsdepression ergab. 
Neuerdings hat sich nun herausgestellt, daB der Protoporphyrin- 
ester in 2 Krystallformen auftritt und hiiufig einen hdéheren 
Schmelzpunkt, nimlich 235°, besitzt.®) Aus diesem Grunde schien 
es uns wichtig, den Beweis fiir das Vorkommen von Himin IIT in 
den PHanzen auf einem neuen Weg zu erbringen, namlich durch 
Uberfiihrung des aus Pflanzen isolierten Protoporphyrins in Meso- 


') Akadem. Anzeiger d. Akad. d. Wiss. Wien vom 18. IY. 29. 

*) Diese Z. 158, 290 (1924). 8) Diese Z. 175, 248 (1928). 

‘) Proc. Roy. Soc. 98, 312 (1925). 
) Diese Z. 149, 145 (1925); 154, 171 (1926); 166, 1 (1927); 170, 3 (1927). 
) Liebigs Ann. 468, 98 (1929). 
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porphyrin. Es muBte dann Mesoporphyrin IX entstehen, dessen 
Kster einen sehr scharfen Schmelzpunkt besitzt. 

Mit Schwerdtel!) war bereits in Brauereigerste, ebenso in 
der Kleie Hiimochromogenspektrum beobachtet worden.  Kleie 
fillt nun in reinem Zustand im Brauereibetrieb als Treber ab 
und wir bentitzten deshalb die Treber auf Vorschlag von Herrn 
Karl Jordan als Ausgangsmaterial. Die 'reber hatten auch 
noch den weiteren Vorteil, daB die Stiirke durch den enzymatischen 
ProzeB entfernt ist. Die Treber wurden durch Alpressen vom 
Wasser befreit und mit 1°/,igem Hydrazin—Kisessig nach der 
Methode von Schumm und Papendieck umgesetzt. Verwandt 
wurden Treber aus hellen Suden. Die Bearbeitung erfolgte nach 
der Kisessig—Athermethode und die Reinigung des Protoporphyrins 
wurde tiber Natriumsalz und Methylester vorgenommen. Der 
Methylester krystallisierte nicht, er muBte wieder verseift werden, 
wobei ein schwarzer, wachsartiger Koérper abgeschieden wurde. 
bas ausgeflockte Porphyrin wurde dann als Athylester krystalli- 
siert erhalten und der Athylester nach der Mikromethode yon 
H. Fischer und Kégl mit Eisessig—Jodwasserstoff in Me-o- 
porphyrin tbergefihrt. Der dann erhaltene Mesoporphyrinester 
ergab beim Mischschmelzpunkt mit Mesoporphyrin IX-Methylester 
keine Depression, so da diese Untersuchungen wieder die 
Identitit des in den Pilanzen verbreiteten Himins mit tierischem 
Himin erhirten. Im Brauereibetrieb fallen weiter die Malz- 
wiirzelchen, die sogenannten ,Saukeime“ ab; aus diesen konnten 
wir ebenfalls Protoporphyrin spektroskopisch nachweisen, jedoch 
ist die Menge an Porphyrin gegeniiber der in Treber entschieden 
herabgesetzt, so daB die Verarbeiitung auf krystallisiertes Material 
sich nicht lohnte. 

Der Firma Rie & Co. in Wien XVI sind wir zu ganz be- 
sonderem Danke verpflichtet, weil sie uns durch Vermittlung von 
Kollegen Hausmann zahlreiche Perlmuscheln ohne Berechnung 
zur Verfiigung gestellt hat. 


Versuche. 


Isolierung des Konchoporphyrins. 


Kine Muschelschale wurde vor den weit gedffneten Spalt des 
Spektroskopes gespannt und folgender spektroskopischer Befund 
erhalten: 


1) Diese Z. 159, 120 (1926). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXC, 
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I. 632,1—616,8; II. . . . 588,2—565,0; III. 550,8—540,s: 
624,4 576,6 545,8 
LV. etwa 517,2 — etwa 497,9. 
07,5 


Die Streifen waren deutlich erkennbar, jedoch sehr ver- 
waschen. Im Fluorescenzlicht fluorescieren die Muschelschalen 
priichtig rot, teilweise macht sich eine samtschwarze Fluorescenz 
bemerkbar. Die Innenseite fluoresciert nicht, ebenso zeigen die 
manchmal vorhandenen Perlansitze keine Rotfluorescenz. 

Mit Bruchstiicken von Muscheln wurden Lésungs- und Kx. 
traktionsversuche unternommen. Mit Eisessig tritt maBige Kohlen- 
dioxydentwicklung auf, die sich bei Zusatz von Wasser etwas 
steigert. Der Farbstoff war nicht léslich. Erst bei Zusatz von 
etwas konzentrierter Salzsiiure geht der Farbstoff mit roter Farbe 
in Lésung. Die salzsaure Loésung fluoresciert prichtig rot. 

Kine 10g wiegende Muschel wurde im Morser staubfein 
zerrieben und das schwach hellrosa Pulver in der Extraktions- 
hiilse mit Alkohol und Ather extrahiert. Die Extraktionsfliissic- 
keiten sind nach erfolgter Extraktion ohne spektroskopischen und 
Fluorescenzbefund. Der Alkohol war leicht hellgriin §gefirbt. 
Das getrocknete Muschelpulver wurde unter Turbinieren in eine 
Mischung von einem Teil konzentrierter Salzsiure und einem 
Teil Wasser eingetragen. Die hellrote Lésung zeigt in 5 cm 
Schichtdicke folgenden spektroskopischen Befund: 











I. kaum meBbar etwa 598,6—591,4; II. verwaschener Streifen 
595,0 
560,5 — 544,1; III. verwaschener Streifen 465,0 — 456.4. 
52,3 460,7 


Die salzsaure Lésung wurde mit Natriumacetat zur Kongo- 
neutralitiitt gebracht und unter Zusatz von Eisessig mit Ather 
ausgeschiittelt. Es wurde kein Farbstoff vom Ather aufgenommen, 
ebenso nicht durch Schiitteln mit Chloroform. Beim langeren 
Stehen scheiden sich aus der abgestumpften Lésung feine schwarze 
Flocken aus, die abfiltriert wurden. In Ammoniak lésten sich 
die FKlocken mit roter Farbe auf und wurden im 5 cm-Robir 
spektroskopiert. 

Sehr verwaschenes Spektrum. I. 569,5 — 556,6; 

563,1 





Il. etwa 533,1 — etwa 519,2. 


526,1 














B0- 
1er 
en, 
ren 
rZe 
ich 


ohr 


Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. 83 


Mittels eines scharf geschliffenen Stemmeisens wurde die 
jjuBerste Schicht der Muschelschale, die sogenannte Epidermis, 
abgehoben. Mit der Analysenlampe wurde festgestellt, daB der 
farbstoff nur in der Epidermis liegt. Die abgehobenen Bruch- 
stiicke wurden fein zerrieben, mit Alkohol und Ather extrahiert 
und in Salzsiure 1:1 gelést. Am niichsten Tag wurde von un- 
seléster organischer Substanz abfiltriert. Der Riickstand wurde 
erneut mit Salzsiure behandelt und enthilt fast keinen Farbstoff 
mehr. Das Filtrat wurde mit Soda schwach alkalisch gemacht. 
(‘ber Nacht hatten sich graugriine Flocken abgeschieden, von 
welchen abfiltriert wurde. Das Filtrat ist spektroskopisch por- 
phyrinfrei. Die getrockneten Flocken wurden samt Filter in 
methylalkoholischer Salzséure verestert. Nach Dekantieren vom 
Filter wurde der Methylalkohol im Vakuum verdampft und der 
Kolbenriickstand mit Chloroform unter Zusatz von etwas Soda 
aufgenommen. Nach Abfiltrieren wurde das Chloroform § stark 
eingeengt und mit siedendem Methylalkohol versetzt. Bei liingerem 
Stehen und langsamem Eindunsten schieden sich sehr lange, 
iuBerst diinne, braune Nadeln ab. 

Drei weitere Muscheln wurden ohne vorheriges Abheben der 
Kpidermis zerkleinert und analog dem vorhergehenden Versuch 
aufgearbeitet. Hier war dasselbe Endergebnis erreicht worden. 

Ks wurde versucht, aus dem Muschelpulver den Farbstofl 
direkt als Ester zu isolieren analog der Gewinnung des Porphyrins 
aus Petryknochen. 

3 Muscheln wurden zerkleinert und mit Methylalkohol, der 
ein Gewichtsprozent konzentrierter Schwefelsiiure beigemengt ent- 
hielt, versetzt. Der Kalk schied sich als Calciumsulfat in dickem 
rel ab. Trotz Zugabe von Methylalkohol konnte nicht glatt 
dekantiert werden. Das Filtrieren war schwierig, da der fein- 
kirnige Gips leicht durchs Filter ging. Der Methylalkohol war 
rot gefarbt und wurde, wie weiter unten beschrieben, aufgearbeitet. 

Als vorteilhaft erwies sich die Aufarbeitung der Muscheln 
durch direkte Veresterung des Porphyrins mit methylalkoholischer 
Salzsiure. 

Die Muschelschalen wurden in ein Tuch eingeschlagen und 
nit dem Hammer zerkleinert. Die grob zerkleinerten Bruch- 
stiicke wurden in einer Retschmiihle zermahlen. Um einen Ver- 
lust durch Stauben und Herausspringen griBerer Stiicke zu ver- 
meiden, wurde bei Beginn des Mahlprozesses Athylalkohol in 
seniigender Menge zugesetzt. Nach geniigend feinem Zerreiben 
6* 
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und Trocknen wurde in einem Erlmeyerkolben das Muschelpulver 
mit starker methylalkoholischer Salzsiiure unter Umschwenken 
versetzt. Es entwickelt sich stiirmisch Kohlendioxyd. Wenn die 
Gasentwicklung abgeflaut war, wurde erneut methylalkoholische 
Salzsiiure hinzugegeben, bis iiber dem Bodensatz eine gréBere 
Schicht Methylalkohol lagerte, dann wurde mit einer Capillare 
verschlossen und das Reaktionsgemisch etwa 12 Stunden stehen 
gelassen. Vom Bodensatz wurde darauf wieder abgegossen und 
mit gewohnlichem Methylalkohol aufgeschlimmt. Die methy)- 
alkoholische, salzsaure Hsterlésung wurde portionswelse in einem 
Scheidetrichter in ungefihr 150—200 ccm Chloroform gegossen, 
gut durchgeschiittelt und mit eisgekiihltem, destilliertem Wasser 
vorsichtig versetzt. Ein zu rasches Zusetzen von destilliertem 
Wasser ist wegen eventueller starker Erwarmung tunlichst zu 
vermeiden. Mit dem Wasserzusatz scheidet sich gleichzeitig eine 
weibe, tlockige Substanz aus, die an der Trennungsschicht schwimint. 
Ks wurde nun das klare, rotgefiirbte Chloroform abgelassen. Durch: 
Umschwenken des Scheidetrichters steigt das ausgeschiedene Ge- 
rinnsel hoch und das Chloroform kann entfernt werden. Durch 
Zusatz von etwas frischem Chloroform gelingt eine gute Ex- 
traktion des Porphyrinesters. Die Ausflockung des weiben 
Kdrpers wurde abgelassen, um spiiter vollkommen von Porphyrin 
belreit zu werden. Bei einigen Ansiitzen, bei denen zur Ent- 
mischung zu viel Wasser zugesetzt wurde, waren Emulsionen 
aufgetreten. In diesen Fallen wurde der ganze Inhalt des Tropt- 
trichters bis auf die wibrige Schicht in ein Becherglas a)- 
gelassen. Meist begann dann das Chloroform nach unten zu 
sinken. Ks wurde dann in den Scheidetrichter vorsichtig das 
Chloroform abgegossen und von den gréberen suspendierten 
Flocken abgelassen. Der Rest der Ausflockung im Becherglas 
wurde wieder in den Scheidetrichter gegeben und das Chloroform 
abgelassen. Daraufhin wurde mit Wasser durchgeschiittelt, etwas 
Chloroform zugegeben und wieder wie beschrieben behandelt. Ks 
gelang auf diese Weise eine gute Entmischung. Die ausgeschie- 
denen organischen Flocken zeigten dickbreiige Konsistenz. Die 
vereinigten Ausflockungen wurden nun mit etwas frischem Chloro- 
form versetzt und intensiv durchgeschiittelt. Dann wurde so viel 
Ather zugegeben, daB alles Chloroform darin gelést war. Unter 
stetigzem Zusatz von Chloroform und Ather wurde so lange aus- 
eeschiittelt, bis die iitherische Schicht farblos war. Diese Fraktion 
wurde fiir sich verarbeitet. 
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Die Chloroformlésung des Esters wurde nun so lange mit 
Wasser ausgeschiittelt, bis keine Abscheidung mehr auftrat, was 
meist nach dreimaligem Waschen der Fall war. Meist schlug 
auch nach dieser Behandlung der saure spektroskopische Befund 
nach dem neutralen Porphyrinesterspektrum um. [Dann wurde 
zweimal mit sehr verdiinnter Sodalésung geschiittelt und zwei- 
bis dreimal mit destilliertem Wasser nachgewaschen. Nach gutem 
Abtrennen vom Wasser wurde das Chloroform durch zwei glatte, 
ineinander liegende Filter iiber eine Messerspitze Pottasche trocken 
iltriert. Die Esterlésung war von schwarzbrauner Farbe. 

In einem kleinen Neumann-Schliffkolben wurde das Chloro- 
form bis fast zur Trockene eingeengt und der Kolbeninhalt in 
ein klemes Reagenzglas gespiilt. Nach kurzem Erwiirmen wurde 
der Ester mit siedendem Methylalkohol gefillt. Kr schied sich 
in feinen langen Nadeln krystallisierend in verfilzten Flocken 
aus. Die Ather—Chloroformlésung des Esters, die beim Auf- 
arbeiten der Ausflockungen erhalten war, wurde analog auf- 
gearbeitet und die Krystallisation mit der vorhergehenden ver- 
einigt. Der Ester wurde aus Chloroform—Methylalkohol zur 
Analyse achtmal umkrystallisiert. Durch Kinengen der ersten 
Mutterlauge konnte noch eine Nachkrystallisation erhalten werden. 
Bei der Umkrystallisation fiel der Ester nahezu quantitativ aus, 
die Mutterlaugen waren nur leicht hellrosa gefirbt. Der krystalli- 
sierte Ester war braunrot gefirbt. 

Herr Professor Steinmetz, dem die Krystallisation zur 
Begutachtung vorgelegt wurde, fiugerte sich folgend: ,,AuBer- 
ordentlich diinne, sehr leicht verbiegbare Prismen, Doppelbrechung 
nachweisbar, vielleicht parallel Ausléschung.“ 

Schmelzpunkt des Esters 271—273°. 
4,210mg Substanz gaben 10,025mg CO,, 2,785mg H,0, 0,015 mg Asche. 
4,418 mg Substanz gaben 6,56 mg AgJ (korr.). 
C..Hy,N,O;. (Ester mit 5 Carboxylgruppen) 











Ber. C 65,60 °/, H 6,28 °/, OCH, 20,17 °/, 
Gef. ,, 65,17 » 1,48 5 19,61 
Spektroskopie in Chloroform: 
I. Verwaschener Streifen 629,6—623,4 ; Il. Schatten 5998; 
626,5 
Ill, 585,77... 573,7—569,1 ; IV. 542,6—530,0; V. 513,0... Maximum 
571,4 536,3 
0065... Maximum 501,7...490,7. E.-Abs. 432,5. 


Reihenfolge der Intensitiét: V, 1V, I, UI, II. 
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Bei der vergleichenden Projektion dieses Spektrums mit dem 
des Uroporphyrinesters ergab sich eine minimale Verschiebung 
nach Rot. Dagegen ist beim Vergleich mit Isouroester eine 
deutliche Verschiebung nach Rot hin vorhanden, die beim Ver- 
gleich mit Koproporphyrin I-Ester noch tiberzeugender ist. 

Aus 94 Muscheln konnten 35 mg krystallisierter Kster er- 
halten werden. 













Abbau des Konchoporphyrins zum Koproporphyrin. 


Um die geeignetste Methode auszuarbeiten, wurden zahl- 
reiche Vorversuche mit Isouroester und Uroester durchgefiihrt, 
die in der Dissertation von Karl Jordan (Technische Hoch- 
schule Miinchen 1930) des niiheren beschrieben sind. Erhéhung 
der Salzsiiurekonzentration hatte kein besseres Resultat, Erhitzen 
im Hochvakuum auf 180° war ohne Erfolg. Zum Ziel fiihrte 
folgendes Verfahren: 

2,4 mg Konchoporphyrinester wurden mit 12 ccm 1 9/,iger 
Salzsiure im Bombenrohr 3 Stunden auf 180° erhitzt. Nach 
dem Abkiihlen war Lésung eingetreten, in der Fliissigkeit schwebten 
einige schwarze Flocken, die keine Krystallstruktur zeigten und 
in Kisessig und Ather unléslich waren. Bei den simtlichen 
Decarboxylierungsversuchen mit Uroporphyrin war diese Kr- 
scheinung aufgetreten. In 1°/,iger HCl war folgender Spektral- 
befund: 

I. Verwaschener Streifen 595,9—587,3; II. Kaum erkennbares Maxi- 



















591,6 
mum 569,5; III. Etwas verwaschener Streifen 555,9—540,7. 
548,3 











Mit Natriumacetat in Ather getrieben: 
Deutliches Spektrum I[. 627,6—620,9 ; II, Maximum 597,1; 
624,2 


III. 582,8 ... 571,2—566,0 ; IV. 537,9—523,3 ; V. 511,6—481,5 - 

























568,6 530,6 496,5 





E.-Abs. 432,1. 

Reihenfolge der Intensitiit: V, IV, I, III, I. 

Mit Koproporphyrin I in Kisessig—Ather verglichen zeigt sich 
vollkommene Identitit. 

Mit 5°/,iger HCl wurde dem Ather das Porphyrin entzogen 
und nach Ausflocken mit Natriumacetat verestert. Aus Chloro- 
form—Methylalkohol umkrystallisiert. Herr Professor Steinmetz 
iiuBerte sich wie folgt: ,,.Lang prismatische Krystalle, stark di- 
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chroitisch. Liegen O6fters auf einer etwas breiter ausgebildeten 
Kliche auf und zeigen dann einen Ausliéschungswinkel von 
{3—44° der Schwingungsrichtung der stirkeren Absorption mit 
den Lingskanten. Gegen eine Identitit mit Koproporphyrin I- 
Ester liegen keine krystallographischen Beobachtungen vor.“ Der 
Kster ergab mit Koproporphyrinester keine Schmelzpunktsdepres- 
sion. Schmelzpunkt des Koproesters aus Konchoporphyrin von 
240° ab. Mischschmelzp. 242°. 

Schmelzpunkt des Koproporphyrin I-Esters 246°. 

Die Schmelzpunkte wurden gleichzeitig genommen. 

Bei der Decarboxylierung von nicht analysenreinem Koncho- 
porphyrinester war ein kleiner Teil eines Farbstofis nicht in 
Ather zu treiben, oder mit Salzsiiure nicht mehr aus dem Ather 
extrahierbar, je nachdem die Essigsiurekonzentration war. Der 
Ather zeigt einen spektroskopischen Befund, der auf Porphyrin- 
komplexsalz hindeutet. In eisessighaltigem Ather spektroskopiert: 

I. Verwaschener Streifen 568,3—556,0; II. Sehr verwaschener Streifen 

562,1 
etwa ... 531,7—518,8. E.-Abs. 420,8. 
525,2 

Mit Koproporphyrin—Kupfersalz in eisessighaltigem Ather 
ibereinander projiziert identisch. Deutlicher Unterschied zeigt 
sich im spektroskopischen Befund beim Vergleich mit Kopro- 
porphyrin—Zinksalz. 

Beim Kindunsten der Kisessig—Atherlisung des Komplex- 
salzes aus dem Konchoporphyrinester scheiden sich an der Ge- 
fiBwand feine diinne Krystallnadeln ab, die zusammen mit 
\oproporphyrin—Kupfersalz, das unter den gleichen Bedingungen 
auskrystallisiert war, Herrn Professor Steinmetz zur Identitiits- 
bestimmung vorgelegt wurden: ,Sehr diinne, lange Prismen, hiufig 
eine Ausléschung von etwa 45° gegen die Prismenkante zeigend. 
[dentitit mit Koproporphyrin—Kupfersalz nicht ausgeschlossen.“ 
Ob das Kupfer aus den Bomben-Réhren stammt oder aus den 
Muscheln, bleibt dahingestellt. 








Isolierung von Protoporphyrin aus Treber. 


Die verarbeiteten Treber stammten aus der Liwenbrauerei 
| und kamen in sehr heiBem Zustand noch mit dem Glattwasser 
zur Verarbeitung. In einer Fruchtpresse, die mit Nilberblech 
ausgeschlagen ist, wurden die ‘Treber durch kriiftiges Auspressen 
vom Wasser moglichst befreit. Die abgeprebten Treber wurden 
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in einem Stutzen mit dem gleichen Gewicht Eisessig, der Hydrazin 
gelist enthielt, versetzt. Zum Beispiel wurden 5 Kilo Treber 
mit 5 Kilo Kisessig und 50 g Hydrazinhydrat behandelt. Durch 
Umriihren mit einer Holzlatte wurde tir eine innige Durch- 
feuchtung des Materials gesorgt. Die Treber hatten durch das 
Versetzen mit dem Kisessig nicht ganz die Konsistenz erreicht, 
die sie hatten, als sie aus der Brauerei kamen. Nach 48 stiindigem 
Stehen wurden die Treber wieder ausgeprebBt, das PreBfiltrat war 
dunkelbraun gefirbt und manchmal triibe. 

Der essigsaure Treberextrakt wurde nun in einem Scheide- 
trichter mit 11/,—-2 Liter Ather pro Liter Extrakt versetzt und 
durchgeschiittelt. Dabei tritt Ausscheidung von schleimiger Sub- 
stanz ein, von der weder dekantiert und filtriert werden konnte. 
Durch vorsichtige Zugabe von Wasser wurde nun entmischt. Ge- 
schieht das Entmischen mit zuviel Wasser, so kénnen sehr 
stirende Emulsionen auftreten, deren Aufarbeitung sehr zeit- 
raubend ist. Sehr erleichtert wurde die Trennung durch Zusatz 
von gesiittigter Kochsalzlésung, von festem Kochsalz, eventuell 
auch von Kisessig. Die wiibrige Schicht wurde abgelassen und 
in einem kleineren Scheidetrichter erneut mit Ather extrahiert. 
Beim zweiten Ausschiitteln mit Ather traten meist Emulsionen 
auf, die, wie erwihnt, getrennt wurden. Mit dem zum Ausschiitteln 
verwendeten Ather wurden meist zwei Ansitze Treber zu je 
5 Kilo extrahiert. Die Atherlisung im ersten Scheidetrichter 
zeigte meist dunkelgelbe bis hellbraune Farbe und deutliches, 
aber yerwaschenes Porphyrinspektrum. Die Atherausziige aus 
beiden Scheidetrichtern wurden vereinigt und mit destilliertem 
Wasser und konzentrierter Kochsalzlésung intensiv 3—4 mal ge- 
waschen. Durch Ausschiitteln mit 5°/,iger HCl wurde dem Ather 
das Porphyrin entzogen. Die salzsaure Lésung war von rot- 
brauner Farbe und hatte noch reichliche Mengen fremder Stoffe 
gelist. Kine quantitative Extraktion des Porphyrins mit Salz- 
siiure von verschiedenen Konzeutrationen gelang nicht. Aucli 
durch Einengen des Athers, Abstumpfen der Essigsiure mit 
Natronlauge und erneutes Ausschiitteln mit Salzsiure war kein 
anderes Resultat zu erhalten. 

Zur Reinigung der salzsauren Porphyrinlésung wurde aut 
dem Wasserbad der Ather weitméglichst verdampft und iiber 
Nacht stehen gelassen. Nach dieser Zeit hatten sich wachs- 
artige Flocken abgeschieden, von denen meist leicht abfiltriert 
werden konnte. Die erwihnten Ausscheidungen waren porphyrin- 
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frei. Durch Abstumpfen der Mineralsiiure mit Natriumacetat 

wurde das Porphyrin unter Zusatz von etwas Hisessig erneut mit 

: (ther aufgenommen. Der Ather wurde wie iiblich mit Wasser 

und gesiittigter Kochsalzlésung einige Male ausgeschiittelt, wobei 

: auch hier wieder das Waschwasser mit frischem Ather aus- 

| geschiittelt wurde. Das Porphyrin wurde aus dem Ather mit 

| )°/,iger HCl extrahiert. Diese salzsauren Porphyrinlésungen 

wurden nun gesammelt. Auffallend war, daB die Porphyrin- 

ausbeute bei Treber, die von hellen Suden stammten, bedeutend 

besser war als bei Material von dunklem Bier. Ebenso war die 

| Reinheit der salzsauren Porphyrinausziige gréBer bei Verwendung 

von hellen Treber, bei denen auch die Méglichkeit der Emulsions- 
hildung geringer war. 

Die vereinigten salzsauren Porphyrinlésungen wurden mittels 


Natriumacetat und darauffolgendem Ausschiitteln 5 mal in frischen 
; \ther getrieben und durch Erhitzen der immer wieder anfallen- 
den salzsauren Lésung auf dem Wasserbad und Vertreiben des 
| \thers eine gewisse Reinigung erzielt. 
| § Hierauf wurde die salzsaure Porphyrinlésung mit Wasser 
etwas verdiinnt und mit Natronlauge neutralisiert. Durch weitere 
Zugabe von Natronlauge auf 3—4°/, Gehalt an freiem Alkali 
gebracht, flockte das Porphyrin quantitativ aus. Ein gut filtrier- 
: bares System wurde durch Erhitzen der Fallung auf dem Wasser- 
! bad und folgendes langsames Abkiihlen erreicht. Das abfiltrierte 
Natriumsalz des Porphyrins wurde mit Eisessig vom Filter ge- 
. list, in Ather getrieben und erneut mit Salzsiiure extrahiert. Die 
1 § teschriebene Reinigung iiber das Natriumsalz erwies sich sehr 
- vorteilhaft, da beim anfinglichen Reinigen das Filtrat braun- 
r gefirbt, aber porphyrinfrei ablief. Die Reinigung iiber das Natrium- 
salz und nachheriges Aufnehmen mit Ather wurde 5 mal wiederholt. 
eo | Das so gereinigte Porphyrin zeigt folgendes spektrosko- 


. pisches Bild: 


In Ather verwaschenes Spektrum: 
I. ... 636,8—629,8 ; II. Maximum etwa 606,8; III. 592,5... 


1 aa 
| 633,1 

F 579,9—574,8 ; IV. 544,9-531,8...;  V. 515,0—492,4...  E.-Abs. 
538,3 503,7 














3 
445, 
Reihenfolge der Intensitiit: V, IV, I, Il, Il. 

Die salzsaure Porphyrinlésung wurde nun mit Natronlauge 
genau neutralisiert und die entstandene Suspension in einem 
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Kutscher-Steudel-Extraktionsapparat 11/, Tage extrahiert. Der 
Ather hinterlieS beim Verdunsten eine griinlich gefirbte, wachs- 
artige Substanz. Die Suspension wurde hierauf mit Petroliither, 
der mit konzentrierter Schwefelsiiure gereinigt war, ausgezogen. 
Der Petroliither nahm nur eine geringe Menge wachsartiger Stofic 
auf. Aus der extrahierten Suspension wurde das Natriumsal7 
sewonnen, abfiltriert und das getrocknete Filter mit Chloroform 
im Extraktionsapparat 1 Tag lang extrahiert. Das Chloroform 
fiirbte sich sehr schwach gelbgriin an und hinterlieB beim Ver- 
dunsten eine gelbgriine, wachsartige Masse. 

Das trockene Natriumsalz, das schwarzbraun gefarbt war, 
wurde mit Methylalkohol—Salzsiiure verestert. Nach Stehen iiber 
Nacht wurde das Reaktionsgemisch in Chloroform in einen 
Scheidetrichter gegossen und mit eisgekiihltem destilliertem Wasser 
entmischt. Die wiBrige Schicht wurde durch Chloroform er- 
schépfend ausgeschiittelt. Die Chloroformliésung wurde mit Wasser 
gut gewaschen, einmal mit sehr verdiinnter Sodalésung geschiittelt. 
Die Chloroformlésung wurde trocken filtriert und auf ein kleines 
Volumen eingeengt. Mit siedendem Methylalkohol versetzt, tritt 
keine Krystallisation auf, wie auch der Ester allen Krystalli- 
sationsversuchen widerstand. Der Methylester hatte in Chloro- 
form folgenden spektroskopischen Befund: 

















I. 686,6—662,5 1); II. 637,83—623,3 ; III. 592,2—568,2 : 
674,6 630,3 580,2 
IV. 550,8—531,9 ; V. 521,6—492,7 . 
541,4 507,2 


Das Spektrum war verwaschen. Auffallend war beim Spektro- 
skopieren der Farbenumschlag der Lésung nach Braunrot, spiiter 
nahm die ganze Chloroformlésung diese Farbe an. 

Um eine Krystallisation zu erzielen, wurde das Chloroform- 
Methylalkoholgemisch im Vakuum abgedampft und der Kolben- 
riickstand am Wasserbad mit 15 °/,iger Salzsiture erwirmt. Nach 
3—4 Stunden wurde dekantiert und mit frischer Salzsiiure ver- 
setzt. Die dunkelrot gefirbten Ausziige wurden vereint. Nacli 
erschOpfendem Extrahieren des Kolbeninhaltes blieb eine schwar7- 
gliinzende, wachsartige Masse zuriick, die porphyrinfrei war. 

Das Porphyrin wurde nun durch Abstumpfen der Salzsiure 
in Ather getrieben und dieser gut mit destilliertem Wasser ¢- 

') Dieser Streifen ist durch eine Verunreinigung bedingt, beim Um 
krystallisieren verschwand er. 
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/,iger HCl wurde dem Ather 
das Porphyrin entzogen, aus der salzsauren Lisung mit Natrium- 
acetat ausgeflockt, abfiltriert und gewaschen. Nach dem Trocknen 
wurde das Porphyrin mit ithylalkoholischer Salzsiiure verestert. 
Hie Veresterung wurde, wie vorher beschrieben, aufgearbeitet. 
Der luster krystallisierte in mikroskopisch kleinen Prismen. Aus- 
peute 0,0063 g aus 106 kg Treber. 


waschen. Durch Behandeln mit 5 °/ 


Reduktion des Protoporphyrins zu Mesoporphyrin.’) 


Der Protoiithylester wurde in einem kleinen Reagenzglas 
mit 0,6 cem einer Mischung von 10 ccm Ejisessig und 1,5 cem 
Jodwasserstoftsiure (1,96) genau 50 Sekunden unter Umriihren 
im Sieden gehalten. Nun wurde ein Kérnchen Phosphonium- 


jodid zugegeben und das Reaktionsprodukt in ein Becherglas mit 


30 ccm Wasser gegossen. Mit Kalilauge wurde bis zur Kongo- 
neutralitit abgestumpft und nach einigem Stehen von den aus- 
ceschiedenen Flocken abfiltriert. Das Filtrat war braun gefirbt 
und zeigte kein Porphyrinspektrum mehr. Der Riickstand wurde 
mit ganz verdiinntem Ammoniak vom Filter gelést und aus dem 
Kiltrat durch Zugabe von 20°/,iger Natronlauge das Meso- 
porphyrin als Natriumsalz gefallt. Das Porphyrin wurde ab- 
‘iltriert, mit Kisessig vom Filter gelist und in Ather getrieben. 
Nach Extrahieren des Athers mit 5°/,iger Salzsiiure zeigte der 
Ather einen leicht hellgelben Farbton. Aus der Salzsiiure wurde 
das Porphyrin mit Natronlauge gefallt und die abfiltrierten 
Klocken nach dem Trocknen mit methylalkoholischer Salzsiiure 
verestert. Die Aufarbeitung erfolgte wie iiblich. Der Meso- 
porphyrinester krystallisierte in wetzsteinférmigen, zu Biischeln 
vereinigten Krystallen. Schmelzp. 210°; Mischschmelzpunkt mit 
Meso IX-Ester 210°; Schmelzp. des Mesoporphyrin IX-Ksters 213°. 

In Chloroform—Ather tiber Mesoporphyrinmethylester pro- 


jiviert, zeigt sich Identitiit. 


I. twas verwaschener Streifen 627,0—620,5 ; II. Schatten bei etwa 
623,7 
613,7; III. Schatten bei etwa 597,2; IV. 584,7... 571,2—565,9 ...; 


’ 








068,5 
V. 538,5—525,0 ... (verwaschen); VI. 511,0—483,4... E.-Abs. 444,38, 


531,7 497,2 
Reihenfolge der Intensitiét: VI, V, I, IV, II, I. 








) H, Fischer u. F. Koégl, Diese Z. 138, 270 (1924). 











9g? H. Fischer u. Karl Jordan, Zur Kenntnis der natiirl. Porphyrine. 
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Versuche mit Saukeimen. 


In Saukeimen, das sind die Malzwiirzelchen, die beim Darrey 
des Griinmalzes durch die Darrhorden in die sogenannte Darr- 
sau fallen, wurde durch Behandeln mit Eisessig—Hydrazin Proto- 
porphyrin spektroskopisch nachgewilesen. 

Die Saukeime wurden durch Versetzen mit Wasser gut ein- 
geweicht und iiber Nacht stehen gelassen, Am _ niichsten Tag 
wurden sie analog der Treber ausgepreBt. Das PreBfiltrat war 


> 


tief schwarzbraun gefirbt. 

8,2 ke der so aufgequollenen Saukeime wurden mit 8,2 kg 
Kisessig—Hydrazin angesetzt und 48 Stunden stehen  gelassen, 
dann wieder abgepreBt. Der HisessigpreBsaft wurde mit iiber- 
schiissigem Ather yersetzt und mit Wasser vorsichtig entmisclit, 
Die Aufarbeitung war hier schwieriger als bei der Treber, da 
intensive Emulsionen auftraten, die nur sehr langsam zu trennen 
waren. Auch hier wieder konnte durch Zusatz von Ixochsalz- 
lisunge die Trennung etwas beschleunigt werden. Der Athe 
wurde einigemale mit destilliertem Wasser und Kochsalzlésuny 
gewaschen. Er zeigte deutliches Porphyrinspektrum. Die Menge 
an Porphyrin blieb bedeutend hinter der Menge in Treber zu- 
riick. Die Reinigung des Porphyrins war analog der vorher be- 
schriebenen Reinigung des Porphyrins aus Treber. 

In Ather wurde fulgendes Spektrum gemessen: 


I. Verwaschener Streifen 634,6—628,2 ... 621,5; II. Sehr ver- 














631,4 
waschener Streifen 586,4... 579,6—573,7 ... 568,5; III. Verwaschener 
576,6 
Streifen ... 541,3—529,6 ; IV. 512,9—491,0 . E.-Abs. 439,6. 
535,4 501,9 


Reihenfolge der Intensitit: LV, Ili, I, I. 

Uber Protoporphyrin projiziert zeigt sich véllige Identitat. 

Spektrum in 5 °/,iger HCl: 

I, Verwaschener Streifen 606,1—592,3 ; II. Sehatten etwa 577,5: 
599,2 





III. 563,6—546,7 . 





555,1 
Kine Veresterung unterblie) wegen der geringen Porphyr- 
menge. 

















a-Protoporphyrin aus Fischers Protoporphyrin dargestellt 
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j-Protohamin aus Hamsiks Porphyrin Fig. 7. f$-Protohiimin aus Hamsiks Porphyrin 
er Rekrystallisation Vers, Illa, 1A ). Erstkrvstallisation Vers. llla, 1B 
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Fig. s. a-Protohimin aus Hamsiks Porphyrin Vers. Illa, 1E 







Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Bd. CXC. Tafel I. 
vA. FP. Richter, Die Modifikationen des Dy: ' ' _— 


















Konchoporphyrinester Konchoporphyrinester 
bei aus Chloroform—Methylalkohol 
langSsamer Krystallisation. bei schneller Krystallisation 





Koproporphyrinester aus Konchoporphyrin 


loppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Bd. CXC. ‘Tafel IL. 
Z7~u ,H. Fischer und Karl Jordan, 
Zur Kenutnis der natiirlichen Porphyrine®. 
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